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Firbungsstudien an der pflanzlichen Kutikula 
Von 


Otto Hirtel 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 


(Eingelangt am 29. Januar 1951) 


In einer Reihe von Veréffentlichungen (Hartel 1947, 1950, 1951) konnte 
der Nachweis erbracht werden, daf sich die pflanzliche Kutikula im wesent- 
lichen wie ein Ampholytoid verhalt. Die isoelektrische Zone liegt zwischen 
Py 5—7, in diesem Bereich ist ihre Durchlassigkeit maximal; sowohl nach der 
sauren wie auch nach der alkalischen Seite des IEP nimmt mit steigender 
Eigenladung die Durchlissigkeit ab. Quellbarkeit wie Durchlassigkeit 
werden durch An- und Kationen im Sinne der Hofmeisterschen Ionen- 
reihe beeinfluft. Als Kriterium fiir diese Feststellungen diente in erster Linie 
die Wasserdurchlassigkeit der Kutikula, d. h. die Kutikulartranspiration. Zur 
weiteren Sicherung ware aber der Nachweis von hohem Interesse, ob sich der- 
artige Anderungen auch auf anderem Wege unter Benutzung anderer Kri- 
terien bestatigen lassen. Wenn sich unter der Einwirkung von Ionen die La- 
dungsverhialtnisse der Kutikula andern, so miiftte sich dies auch in ihrem 
Verhalten gegeniiber sauren oder basischen Farbstoffen, soweit deren Fest- 
legung in der Kutikula elektrostatisch bedingt ist, widerspiegeln; ist die 
Porenweite mafgebend, so ist zu erwarten, daf der Farbstoffzutritt in ent- 
sprechender Weise variiert wird bzw. eine Farbung nur durch bestimmte 
Farbstoffe von entsprechender Teilchengrife gelingt. 

Nun stellt allerdings die Kutikula der Pflanzen gerade fiir die farbungs- 
analytische Bearbeitung ein recht sprédes Objekt dar. Zum Nachweis und 
zur Darstellung der Kutikula sind in der botanischen Mikrotechnik scion 
seit langem fettlésliche Farbstoffe, wie Sudan HI (Buscalioni 1898) und 
Scharlach R (Lagerheim 1902) in Gebrauch, ferner sind Farbungen mit 
Alkannatinktur (Guignard 1890), Fettblau, Buttergelb und anderen Farb- 
stoffen angegeben worden (Zusammenstellungen bei Zimmermann 1892, 
Richter 1905, Linsbauer 1930, Strasburger u. a.). Diese Farbungen 
beruhen auf der besseren Léslichkeit des Farbstoffes im Kutin als im alkoholi- 
schen Lésungsmittel, sie stellen demnach einen der Ausschiitielung analogen 
Vorgang dar und sind somit rein physikalisch bedingt (vgl. Zeiger 1938). 
Der Eintritt und die Wanderung dieser Farbstoffe erfolgt in der hydropho- 
ben, fettartigen Phase der Kutikula, jedenfalls auf einem anderen Wege als 
der Wasserdurchtritt. Es ist daher nicht zu erwarten, daf das Studium der- 
artiger Farbungen Wesentliches zu dem in Rede stehenden Problem beitragen 
wird. (Zudem verbietet sich die Anwendung alkoholischer und ahnlicher Lé- 
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sungen bei lebendem Material von selbst.) Dazu miissen wir Farbungen mit 
wasserlislichen Farbstoffen, die wenigstens zum Teil auch auf elektrostati- 
schem Wege festgelegt werden kénnen, ins Auge fassen. Mit solchen ist aber 
die Kutikula bedeutend schlechter anfarbbar. Der Anteil der hydrophilen. 
Phase ist, wie schon aus der niedrigen Wasserdurchlassigkeit hervorgeht, viel 
zu gering, um solchen Farbstoffen entsprechende Wanderungs- und Spei- 
cherungsméglichkeit zu bieten (Frenzel 1929). Immerhin sind auch mit 
wasserléslichen Farbstoffen einige mikrotechnisch verwertbare Farbungen 
angegeben worden. So gilt Gentianviolett als guter Farbstoff fiir Kutin 
(Zimmermann); nach Kisser (1928) sind auch mit Fuchsin, Magdalarot, 
Methyl- und Solidgriin gute Farbungen kutinisierter Schichten zu erzielen. 
Mit réactif genevois (einer ammoniakalischen Lésung von Chrysoidin und 
Kongorot) farbt sich die Kutikula nach Chodat goldgelb; die Spezifitat 
dieser Farbung wird allerdings von Plaut (1910) bezweifelt. Die fiir die 
Anfiarbung mafigebende Komponente ist jedenfalls das Chrysoidin (Chodat 
1911), also ein basischer Farbstoff. Bei solchen Farbstoffen wird eine Farbung 
der Kutikula vielfach verstairkt oder iiberhaupt erst méglich, wenn sie in al- 
kalischer Lésung geboten werden, wie dies im réactif genevois der Fall ist. 
Mit alkalischer Anilin- oder Methylinblaulésung z.B. bleibt dagegen jede 
Anfarbung der Kutikula aus. 

Mit sauren Farbstoffen ist eine Kutikularfarbung nur in wenigen Fallen 
mdglich. Nach Kisser (1928) sind Eosin und Erythrosin zur Darstellung der 
Kutikula wenig geeignet. Indophenole scheinen eine deutliche Affinitaét zur 
Kutikula zu besitzen, sind allerdings nur sehr wenig wasserldslich, die 
Speicherung diirfte in der Fettphase vor sich gehen; die Farbreaktion mittels 
,nadi*-Mischung (Zweibaum 1923) darf in diesem Zusammenhang wohl 
auRer Betracht bleiben, da es sich dabei, ahnlich wie bei der Karbolfuchsin- 
farbung (Fischer 1912) und der Farbung mit dem Schiffschen Aldehyd- 
reagens (Géneau de Lamarliere 1906) um gleichzeitig verlaufende chemi- 
sche Vorginge handelt. Persio, gleichfalls der Indophenolgruppe zugehirig, 
vermag aus essigsaurer Lésung die Kutikula gelb anzufirben (Beck v. 
Managetta 1904). Basische Farben vermégen also, wenn iiberhaupt, vor 
allem aus alkalischer, saure dagegen aus saurer Lésung die Kutikula anzu- 
firben, also jeweils aus der Lésung, in der der Farbstoff in undissoziierter 
Form, als Farbsalz oder Farbbase, vorliegt. In diesem Zustande sind die 
Farbstoffe leichter lipoidléslich, konnen daher in die Fettphase der Kutikula 
eindringen und dort auf dem Wege der Léslichkeitsspeicherung festgelegt 
werden. Saure Farbstoffe wie Eosin oder Erythrosin zeichnen sich vielfach 
auch in undissoziiertem Zustand durch eine geringe Lipoidléslichkeit aus oder 
verlieren dann ihre Farbe (Drawert 1941); damit erschiene die schlechte 
Farbbarkeit der Kutikula durch diese beiden Farbstoffe (Kisser 1928) hin- 
reichend geklart. Eine zweite Erklarungsméglichkeit besteht in der An- 
nahme freier Sduregruppen innerhalb der Kutikula, durch die sie selbst 
Saurecharakter annimmt (azidoide Membran nach Michaelis); diese Grup- 
pen kénnen nach Frey- Wyssling einesteils die Verbindung mit der hydro- 
philen Zellulose herstellen, anderseits eine negative Membranladung be- 
wirken (Brauner 1930, Czaja 1934) und so unter Umstanden fiir die Farb- 
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stofispeicherung in Frage kommen. Da mit steigender Alkalisierung des Farb- 
bades auch der Saéurecharakter der azidoiden bzw. ampholytoiden Membran 
zunimmt, ware damit gleichfalls die Méglichkeit einer verstarkten Farbstoff- 
speicherung mit steigendem p, gegeben. Die geringe Speicherung saurer 
Farbstoffe konnte auf eine geringe Menge von Basengruppen, die im sauren 
Bereich (vom Umladungspunkt der Membran aus gesehen) abgespalien 
werden, also auf einen vorwiegend azidoiden Charakter der Kutikula, zu- 
riickgehen; ahnliches ist ja bei der Zellulose der Fall, bei der man nach Héf- 
ler (1946) nur von einem Entladungspunkt, nicht aber von einer Umladbar- 
keit sprechen kann. Die deutliche Abhangigkeit der Wasserdurchlissigkeit 
der Kutikula gerade bei héherem cy (Hartel 1947) lassen jedoch letztge- 
nannte Moglichkeit, wenigstens fiir den sauren Bereich, weniger wahrschein- 
lich erscheinen, es diirften wohl andere Eigenschaften des sauren Farbstoffes 
(geringe Lipoidldéslichkeit) eher den Ausschlag geben. In diesem Zusammen- 
hang erscheint auch das Verhalten von Nilblau interessant. Dieser basische 
Farbstoff wird nachLee und Priestley (1924) und Lins bauer (1930) in der 
Kutikula und auch im Holz mit blaugriiner Farbe, also in der Farbe des Ka- 
tions, resp. des Farbsalzes festgelegt. Wahrend aber nachtragliche Ammoniak- 
behandlung im Holz einen Farbumschlag nach Rotviolett herbeifiihrt, bleibt 
im Kutin die blaue Farbe, die Nilblau auch in dlsaurer Lésung zeigt, bestehen 
(Linsbauer). Dies Verhalten laft gleichfalls auf eine (polare) Adsorption 
des Nilblau als Farbsalz (vielleicht auch als Kation) schlieBen, wahrscheinlich 
unter Mitbeteiligung elektrostatischer Krafte. Eine daneben bestehende rein 
lipoide Speicherung der Farbbase zu rotem Farbton wird durch die kraftige 
blaue Farbe des Salzes verdeckt, wie dies S pek (1943) fiir die Nilblaufarbung 
von Fetten und Lipoiden zeigen konnte. 

Kutinisierte Zell wande lassen sich mit einer grofen Reihe von Farbstoffen 
anfarben, und zwar sowohl basischen (Czaja 1934) als auch sauren (Czaja 
1930, Frenzel 1929). Allerdings liegen in den kutinisierten Schichten noch 
andere Stoffe vor, namentlich Pektine (Anderson 1928, vgl. auch Frey- 
Wyssling 1948), die die Speicherungsbedingungen wesentlich andern und 
keinen direkten Riickschluf auf das eigentliche Kutin erlauben. So benétigte 
Frenzel zur Anfarbung mit substantiven (also sauren) Farbstoffen eine 
dreitagige Einwirkung der konzentrierten Farbstofflésungen, wobei die so er- 
haltenen Farbungen namentlich in destilliertem Wasser sehr unbestandig 
waren. Mit basischen Farbstoffen dagegen gelingt eine Anfarbung kutini- 
sierter Schichten wesentlich leichter und in viel kiirzeren Zeiten. Hiebei 
konnte bereits Czaja (1934) eine deutliche Abhangigkeit der Anfarbung vom 
Py der Farblésung beobachten. Die Farbung kutinisierter Wiinde beginnt bei 
Methylviolett um pg 1 und wird gegen alkalisch immer intensiver; ebenso 
setzt die Farbstoffspeicherung bei Neutralrot zwischen p,, 0.78 und 4,9 (wei- 
tere Zwischenstufen sind nicht angefiihrt) mit karminrotem Ton, ein, der 
gegen den alkalischen Bereich hin immer intensiver gelbrot wird. Diese 
Farbstoffaufnahme geht aber, wie eigene Beobachtungen wahrscheinlich 
machen konnten, nicht auf das Kutin selbst zuriick. Farbt man z. B. Blatt- 
epidermen von Clivia nobilis mit basischen Farbstoffen, z. B. Neutralrot, so 
erscheint um p, 2—3 nur die Basalschicht der verdickten Aufenwand der 
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Epidermis gefarbt. Mit steigendem p, wird die gefarbte Zone immer breiter 
und reicht immer weiter gegen die Kutikula hin, bis sie in alkalischem Farb- 
bad in ihrer ganzen Dicke, wenn auch mit von innen nach aufen abnehmen- 
der Farbintensitat, durchgefarbt erscheint. Dieses Verhalten (es laft sich in 
ahnlicher Weise auch bei Gasteria- oder Yucca-Blattern, weniger gut bei 
Dasylirion reproduzieren) deckt sich weitgehend mit dem Schema des Auf- 
baues kutinisierter Schichten nach Anderson (1928) und Meyer (1938). Die 
stark farbbare Basalschichte entspricht der Pektinlamelle; nach aufen 
ninmmt der Pektingehalt und entsprechend die Farbbarkeit ab, waihrend der 
Gehalt an Kutin zunimmt. Mit Rutheniumrot ergibt sich ein ganz analoges 
Bild. Ob die geschilderte p,-Abhangigkeit ihre hauptsichliche Ursache in 
Anderungen der Dissoziationsverhaltnisse des verwendeten Farbstoffes oder 
in Ladungsanderungen der verschiedenen Membrankomponenten hat, soll 
hier nicht weiter eréritert werden und einer spateren Studie vorbehalten 
bleiben. Im Zusammenhang mit der eingangs gestellten Frage interessiert in 
erster Linie, ob die Anfarbbarkeit der eigentlichen Kutikula einer ahnlichen 
Py-Abhangigkeit folgt. 


Die Zahl der fiir derartige Farbungsuntersuchungen an der Kutikula ver- 
wendbaren Farbstoffe ist, wie sich aus dem Dargelegten ergibt, sehr begrenzt; 
immerhin konnten mit den in Tab. 1 angefiihrten Farbstoffen, auch wenn sie 
zur praparativen Darstellung der Kutikula z.T. wenig geeignet sind, ein- 
deutige Ergebnisse erzielt werden. Die Farbung (Blattquerschnitte von Clivia 
nobilis) erfolgte in Lésungen 1:1000, die Zeitdauer richtete sich nach den 
einzelnen Farbstoffen. Bei Gentianviolett geniigte eine Viertel- bis halbe 
Stunde, ahnlich rasch farbte Nilblausulfat; Safranin oder Neutralrot muften 
einige Stunden einwirken, um brauchbare Farbungen zu erzielen. Die p,- 
Stufen wurden mittels Phosphatpuffern hergestellt (Strugger 1938). Die 
Beobachtung erfolgte in iiblicher Weise in ungefarbten Pufferlésungen. 


Aus Tab. 1 erkennt man zunichst deutlich, dafi der Schwerpunki der 
Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen im alkalischen Bereich liegt. Dabei 
reicht aber die Aufnahme bei den einzelnen Farbstoffen verschieden stark in 
den saur ‘1 Bereich hinein. Besonders deutlich ist dies beim Chrysoidin und 
in etwas schwiicherem Ausmaf beim Methylviolett der Fall, waihrend Neu- 
tralrot und Safranin im sauren Bereich bedeutend schwacher gespeichert 
werden. Dieses Verhalten deckt sich nun mit der Léslichkeit der betreffenden 
Farbstoffe in Olstiure. Nach Drawert (1940) ist Chrysoidin bei py, 2 in 
Toluol-Olsaure ebensogut léslich wie in Wasser, Methylviolett zum gréferen 
Teil, wogegen Safranin bei py 2 gar nicht, bei p, 3 nur zum kleineren Teil 
in die Olsaure iibergeht und Neutralrot bei p, 2 nur in geringem Grade 6l- 
siureldslich ist. Diese Ubereinstimmung von Olsaureldslichkeit mit der Fahig- 
keit, die Kutikula anzufarben, erlauben den Schluf, daB auch die basischen 
Farbstoffe innerhalb der Kutikula in der Fettphase, und zwar unter Mit- 
beteiligung freier Fettsiuregruppen, gespeichert werden. Dies steht wieder 
mit der Beobachtung in Einklang, daft basische Farbstoffe, die nur eine ge- 
ringe Lipoidléslichkeit aufweisen bzw. bei denen die Léslichkeit in Olsiure 
erst bei héherem py, erheblich wird, die Kutikula iiberhaupt nicht oder zu- 
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mindest nur im stark alkalischen Bereich anfirben; hiezu zahlen 2:B. Anilin- 
blau, Brillantcresylblau, Cresylechtviolett (schwache Anfarbbarkeit), Me- 
thylenblau, Thionin und Toluidinblau. Gentianviolett und Nilblausulfat 
farben trotz guter Olsiureléslichkeit in py 2 die Kutikula in etwas geringe- 
rem Maffe an als die iibrigen Farbstoffe gleicher Fettléslichkeit. Unter der 
Voraussetzung, daft die Unterschiede reell sind und nicht nur innerhalb der 
Streuung der subjektiv geschaitzten Farbungsintensitaéten liegen, kénnte 
dies mit dem gréReren Teilchenradius dieser Farbstoffe in Zusammenhang 


Tab. 1. Farbstoffspeicherung der Kutikula frischer Blatter von 
Clivia nobilis (Blattoberseite) bei verschiedenen Py: 





| 








| Po2? | pa 4s Pu65 | Pg 90 
Erythrosin ... | + rosa ++ bordeaux | + bordeaux (+) briunlich 
Neutralrot . .. | (+) briunlich $i of | ++ | ++ braunrot 

| braunorange braunrot 
Gentianviolett . | + +++ +++ ++2 
Nilblausulfat . . | + hellblau apa rS: nH il + hellblau 

| dunkelblau dunkelblau | 
Safranin .... | (+) rosa +++ rot | Pea $k 
Chrysoidin .. . | ++ braungelb | +++ braun +++ braun | + hellbraun 
Methylviolett . . + lila $+ +H-F | +++ 

| blauviolett | | blauviolett 


Mit alkoholfixiertem Material fallen die Farbungen etwas schwiacher, aber mit 
den gleichen relativen Intensitatsunterschieden aus. Bei Verwendung von Erythrosin 
und Neutralrot spielen dabei die Farben etwas mehr ins Violette hiniiber. 


gebracht werden. Wahrend Neutralrot und Chrysoidin durch Ulirafilter von 
260’ Filtrationsgeschwindigkeit/100 cm? glatt hindurchgehen und auch Methyl- 
violett noch passiert, filtriert Safranin erst durch weiterporige Filter (230’) 
gut, Gentianviolett auch durch dieses Filter nur spurenweise, wahrend Nil- 
blau (Chlorid) erst durch noch wesenitlich grébere Filter (110’) hindurchgelas- 
sen wird (Czaja 1934). Es ware méglich, daf der gréfere Teilchendurchmes- 
ser der letztgenannten Farbstoffe diese von einer Kutikularfarbung aus- 
schlieRt. Auch die von Kisser zur Kutikularfarbung angegebenen basischen 
Farbstoffe sind, wie z. B. das Methylgriin oder das Fuchsin, leicht filtrierbare 
Farben. (Vgl. hiezu jedoch die Kritik Czajas 1950a an den Versuchen 
Frenzels, auf Grund der Teilchengréfen metachromatischer Farbstoffe auf 
die Porenweite der Kutikula zu schliefen.) 

Die Farbung mit Neutralrot ist im starker alkalischen Bereich wegen 
seiner Eigenschaft, daselbst auszufallen, schwierig. Immerhin reicht die Zeit 
bis zum ganzlichen Ausflocken des Farbstoffes aus, um eine mehr oder weniger 
deutliche Anfarbung der Schnitte zu erzielen, die besonders im Fluoreszenz- 
mikroskop gut wahrnehmbar ist. Allerdings stellt die Kutikula auch der 
fluoreszenzoptischen Analyse erhebliche Schwiecrigkeiten entgegen. Infolge 
der ziemlich lebhaften blaugriinen bis gelben Eigenfluoreszenz sind schwache 
Sekundarfluoreszenzen namentlich ahnlicher Ténungen nicht wahrnehmbar, 
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andersfarbige geben Mischténe, die oft nur schwer deutbar sind. So erscheint 
die mit saurer Neutralrotliésung gefarbte Kutikula von Clivia im Hellfeld 
braunlich bis orange, im UV-Licht dagegen gelb, welche Farbe wohl zum 
allergroéften Teil der Eigenfluoreszenz entspricht. Bei neutraler Reaktion 
fluoreszieren Kutikularschichten wie Kutikula gelbbraun bis rétlich; der 
Farbton erinnert an die Fluoreszenz des Neutralrots in Benzol-Olsiure. Im 
alkalischen Milieu tritt eine hellrotbraune Fluoreszenz auf, die wohl eine 
Mischfarbe einer schwachen rotbraunen bis orange Neutralrotkomponente 
und der gelben Eigenfluoreszenz der Kutikula, vielleicht aber auch mit einer 
Gelbkomponente lipoid gelésten Neutralrots darstellt. Der Farbungs- und 
der Fluoreszenzversuch weisen jedenfalls iibereinstimmend auf eine Mit- 
beteiligung von Fetiséuren bei der Farbstoffspeicherung durch die Kutikula 
hin. Ahnliches lat sich auch an Yucca, in etwas weniger deutlicher Weise an 
Dasylirion und Gasteria-Arten zeigen, wobei jedesmal andere Farbnuancen 
(verschiedene Eigenfluoreszenz der Kutikula!) auftreten. 

Mit sauren Farbstoffen gelingt, wie bereits erwahnt, eine Anfarbung der 
Kutikula wesentlich schlechter. Mit Anilinblau, Azoblau, Congorot, Cyanol, 
K-Fluoreszein, Methylblau, Nigrosin, Patentblau, Saurefuchsin, Trypanblau 
sowie Wasserblau war keine deutliche Farbung auch bei langerer Einwirkung 
zu erzielen. (Schnitte von Clivia, Gasteria, Dasylirion, Yucca): diese Farb- 
stoffe sind auch in lipoiden Lésungsmitteln selbst bei Anwesenheit freier 
organischer Basen nicht oder nur schwer léslich (Drawert 1941). Mit Eosin 
und Erythrosin lief sich dagegen eine Farbung erzielen, die sich vom sauren 
bis gegen den neutralen Bereich erstreckt. Der schwichere Ausfall der 
Farbung im sauersten Puffer (Tab. 1) ist allerdings nicht mit einer geringe- 
ren Durchlissigkeit resp. gréferen Dichte der Kutikula im sauren Bereich 
(Hartel 1947) zu erklairen, sondern geht zweifellos auf eine Dispersitats- 
erniedrigung des Farbstoffes infolge der in diesem p,-Bereich vorhandenen 
Tendenz, auszuflocken, zuriick. Von Interesse ist ferner, daf{ auch im sauer- 
sten Puffer Eosin wie Erythrosin eine deutliche gelbgriine bis rétlichgelbe 
Fluoreszenz der Kutikula verursacht, die sich von ihrer Primiarfluoreszenz 
deutlich unterscheidet. Da sich nun beide Farbstoffe in rein lipoiden Lésungs- 
mitteln (Chloroform) nur unter Farb- bzw. Fluoreszenzverlust lésen, bei 
Gegenwart einer organischen Base (Diamylamin) Farbe und Fluoreszenz 
auch in organischer Liésung beibehalten (Drawert 1941), muf daraus ge- 
schlossen werden, daf auch im sauren Bereich freie Basengruppen in der 
Kutikula vorhanden sein diirften. Damit ware aber auch die bisher nur auf 
Grund des transpiratorischen Verhaltens erschlossene Umladbarkeit der Ku- 
tikula durch die Farbungsanalyse belegt. 

Allerdings zeigt sich diese Umladbarkeit nur in einer mit zunehmender 
Entfernung vom Neutralpunkt immer starker werdenden Anfarbbarkeit mit 
entsprechenden Farbstoffen. Der Entladungspunkt (IEP) ist wegen der ge- 
schilderten Schwierigkeiten auf diese Weise nicht mit der Scharfe erfafbar, 
wie dies bei Heranziehung der Durdhlassigkeit (Kutikulartranspiration, 
Hartel 1947) der Fall war. Es zeigt sich ferner bei diesen Versuchen auch 
keine Andeutung einer erleichterten Farbstoffaufnahme oder Eindringfahig- 
keit um den Neutralbereich, wie es auf Grund des Transpirationsmaximums 
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zu erwarten wire. Der farbungsanalytische Nachweis dieses Durdhlissig- 
keitsmaximums laft sich jedoch bei getinderter Versuchsanstellung wohl er- 
bringen. 

Rouschal und Strugger (1940) haben im Berberinsulfat einen geeigne- 
ten Farbstoff zum Nachweis des extrafaszikularen Transpirationsstromes und 
der Poren innerhalb der Kutikula gefunden. Die leuchtend goldgelbe Fluores- 
zenz dieses Farbstoffes lat sich ferner von der Kigenfluoreszenz der Kutikula 
gut unterscheiden. Bei der Farbung von Schnitten in Lésungen von verschie- 
cenem p,, ergibt sich das gleiche Ergebnis, wie wir es bereits fiir basische 
Farbstoffe kennengelernt haben. Tab. 2 gibt einen Versuch mit Taxus baccata 
wieder. In p, 2,2 sind Kutikula und Kutikularschichten nur ganz leicht gelb- 


Tab. 2. Taxus baccata. Fluoreszenz der Kutikula nach Behandlung 
mit Berberinsulfatlésungen 1:10.000 mit abgestuftem Py (Schnitt- 
und Stiickfarbung). 











| Kutikular- 
Schnitte, 15° | Ganze Sprofteile 24 Stunden transpiration 
| fluorochromiert | untergetaucht (Transp. Py 7 
| = 100) 
| 
Py 2,2 | schw. gelblich neg., nur einzelne papillenartig vor- 
gewélbte Epidermiszellen der Blatt- 
| unterseite schwach 43 
Py 4,8 | + fast alle Epidermiszellen der Blatt- | 
| unterseite mit gelbem Saum, Ober- | 
| | seite neg. | 66 
Py 7,0 | ++(+) wie oben, etwas intensiver | 100 
Py 9,3 | a oe einzelne Epidermiszellen, der gréfte | 
| | Teil jedoch neg. 91 


lich, im schwach sauren Bereich fluoreszieren sie erheblich starker gelb, 
wihrend die in alkalischem Bade fluorochromierten Schnitte zur Ganze in- 
tensiv goldgelb aufleuchten. Es findet sich also auch hier kein Anhaltspunkt 
fiir ein Durchlassigkeitsmaximum um den Neutralbereich herum, wie dies 
auch fiir Taxus festgestellt werden konnte (vgl. die Transpirationswerte in 
Tab. 2). 

Anders wird das Bild, wenn man nicht Schnitte anfarbt, sondern ganze 
Sprofteile in die Farblésung eintaucht, so daf die Blattstiele aus der Fliissig- 
keit herausragen, sie 1—2 Tage so belaft, nach griindlichem Abspiilen (um ein 
Verschleppen von Farbstoff in die tieferen Gewebepartien zu verhiiten) 
Schnitte anfertigt und diese in Puffern von gleichem p, wie die jeweilige 
Farblésung im UV-Licht mikroskopiert. Die Proben aus dem sauersten 
Puffer zeigten im ganzen keine Sekundarfluoreszenz, lediglich einige wenige 
Epidermiszellen der Blattunterseite zeigen an ihrer papillenartig vorgewolb- 
ten Oberseite einen feinen gelben Saum; dieser Saum, er entspricht der mit 
Berberinsulfat angefarbten Kutikula, ist bei den mit Farblésungen von p, 4,8 
vorbehandelten Sprossen wesentlich intensiver und auch viel ausgedehnter; 
die Blattoberseite zeigt nur Primarfluoreszenz. Neutrale Lésungen fiihren zu 
einer noch starkeren Fluoreszenz, wobei aber gleichfalls kaum ein Eindringen 








8 O. Hartel 


des Fluorochroms in tiefere Schichten, also in die kutikularisierte Schicht oder 
die Epidermiszellen zu beobachien ist, einzelne gelbe Flecken riihren wohl 
von Verletzungen her und bleiben auffer Betracht. Im alkalischen: Puffer 
bleibt die Fluoreszenz zum gréften Teile wieder aus, es finden sich nur ahn- 
liche feine Farbsiume wie im sauren Puffer; lediglich einige Blatter zeigen 
noch eine starkere, aber stets unregelmafige, fleckenartig verteilte Gelb- 
fluoreszenz. Es tritt also ein scharfes Maximum der Eindringfahigkeit fiir 
den Farbstoff auf, das im gleichen p,-Bereich wie das der Kutikulartranspi- 
ration liegt. Die Unterschiede in den (subjektiv geschatzten) Fluoreszenz- 
helligkeiten pragen dieses Maximum wesentlich deutlicher aus als die An- 
derungen der Transpiration in den jeweiligen p,-Stufen. 

Die nachste Frage ist, ob dieses Verhalten auch mit anderen Farbstoffen 
und anderen Objekten reproduzierbar ist. An Taxus waren Versuche mit 
einer grofen Zahl basischer wie saurer Farbstoffe erfolglos. Anderseits ver- 
liefen Versuche an anderen Pflanzen mit Berberinsulfat gleichfalls erfolglos. 
Dagegen gilt ahnliches an einer Reihe von in friiheren Versuchen zur Kuti- 
kulartranspiration herangezogenen Pflanzen mit Methylviolett. Dieser Farb- 
stoff farbt die Kutikula relativ gut an (vgl. S. 2) und wurde auch von Czaja 
(1934) als Musterbeispiel fiir das Verhalten basischer Farbstoffe gegeniiber 
inkrustierten Zellwanden herausgestelli. 

Bei der Schnittfarbung (a) nimmt die Farbungsintensitaét entsprechend 
dem oben Gesagten mit steigendem p, gleichmafig zu, eine Parallelitit mit 
dem transpiratorischen Verhalten wird auch hier vermiftt. Dagegen triti 
beim ,,Eintauchverfahren“ (Stiickfarbung, b) ein deutliches Maximum der 
Farbung auf, im gleichen p,-Bereich, in dem auch das Transpirations- 
maximum liegt. Die in Tab. 3 mitangefiihrten Transpirationswerte verdeut- 
lichen den Vergleich. Bei Rhododendron und Buxus ist der Versuchsausfall 
allerdings infolge ungleichhmaRigen Eindringens weniger klar ausgeprigt, 
laft aber immer noch eine staérkere Farbung der Kutikula um den Neuiral- 
bereich erkennen. Auch mit Taxus baccata fallt der Versuch, die Kutikula 
von aufen her anzufarben, zwar eindeutig, aber weit weniger eindrucksvoll 
aus, als dies mit Berberinsulfat der Fall ist. Umgekehrt gelingt eine Fluoro- 
chromierung der Kutikula auf diesem Wege bei den in Tab. 3 angefiihrten 
Pflanzen (aufer Taxus) mit Berberinsulfat iiberhaupt nicht. Es scheint, daft 
verschiedene Kutikulae von aufen nur durch bestimmte Farbstoffe angefarbt 
werden kénnen. Auch die Blattober- und -unterseite verhalten sich dabei 
ganz verschieden; die Kutikula der Unterseite ist in der Regel leichter farb- 
bar, auch zwischen der Blattlamina und der Kutikula iiber den Blatirippen 
ergeben sich bisweilen Unterschiede (Liquidambar). Ob solche auch zwischen 
gleichen Pflanzen verschiedener Standorte bestehen, konnte noch nicht ein- 
wandfrei erwiesen werden. Ebensowenig kann die Frage, ob die Eignung 
eines Farbstoffes, eine bestimmte Kutikula zu farben, auf.dessen chemische 
Figenschaften oder aber auf dessen Teilchengréfe zuriickgeht, lediglich auf 
Grund der beiden bisher als hiefiir geeignet befundenen Farbstoffe natiirlich 
noch nicht entschieden werden. Es sei jedoch in diesem Zusammenhang daran 
erinnert, daf{ verschiedenfarbige fraktionierte Ultrafilirate metachromer 
Farbstoffe jeweils nur diejenigen inkrustierten Zellwande anfarben, die 
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aus den betreffenden ,,Originallésungen“ den gleichen Farbton annehmen, 
andere Zellwande jedoch ungefarbt lassen, selbst dann, wenn diese durch 
Farbstoffe mit gréferem Teilchenradius anfarbbar sind (Czaja 1930b). 
Zweifellos haften einem subjektiven Vergleich der Farbungsintensitat 
solcher nachtraglich angefertigter Schnitte einige Unsicherheiien an. So ist 
es immerhin nicht ausgeschlossen, da trotz sorgfaltiger Spiilung der Schnitte 
nach der Farbung doch beim Schneiden Farbstoff in das Innere des Blattes 


verschleppt werden und eine Anfarbung vortauschen kénnte, wenngleich das 


Tab, 3. Verhalten der Kutikula zu Methylviolett 1 :5000 bei Schnitt- 

farbung (a) und nach Eintauchen ganzer Blatter durch 20 Stunden 

(b). c= Kutikulartranspiration nach gleich langer Behandlung in 
reinen Puffern, bezogen auf p, 68 = 100. 











| Pu 2,2 Py 4,8 | Py 6.8 | Py 9,3 
Syringa a) neg. * | eae iy 8 +r 
vulgaris b) neg. + (fleckig) | + fleckig +— neg. 
c)| 68 97 | 100 | 75 
Rhododen- a) neg. + 5 * 
dron hir- b) | + — neg. +— neg. | + (O0S.u.US.) | +— neg. 
sutum ce) | 38 81 100 47 
pes BREEN ANS ee ail ier rat 2 paw 5 
Liquidambar a) neg. zs 
styraciflua b)| + + (bes. Mittel- ++(auch | +— neg. 
rippe!) Lamina) (Rippe starker!) 
c) | 37 59 100 86 
Taune a)| neg. £4 +44 +++ 
baccata b) | — neg. — neg. °F neg. — + 
c)| 438 66 100 | 91 
Buxus sem- a) | + + +(*) | cated 
pervirens bb) neg. + (OS.) = neg. — + 


c) 68 75 100 | 84 


mikroskopische Bild eine strenge Begrenzung der Farbung auf die aufersten 
Epidermisschichten, also der Kutikula, erkennen lief; tiefer eindringende 
diffuse Farbung, wie sie gelegentlich zu beobachten ist, mu wohl auf Ver- 
letzungen der Kutikula zuriickgefiihrt werden und kann daher aufer Be- 
tracht bleiben. Ferner ist die Farbung doch nicht immer gleichmafig genug, 
um mit Sicherheit eine subjektive Verfalschung der Beobachtungen aus- 
schlieBen zu kénnen. Ein objektiver Vergleich erschien dringend erwiinscht, 
um ihn dem Verhalten der Kutikulartranspiration gegeniiberstellen zu kén- 
nen. Ein solcher wurde in der Photometrierung der Lichtdurchlassigkeit von 
Blattern, die in Farblésungen eingetaucht wurden, gefunden. Am besten 
gelingt der Versuch mit Syringa vulgaris bzw. Blattern anderer Syringa- 
Arten. Sie wurden zur Hialfie in gepufferte Lésungen von Methylviolett 
1: 2000 getaucht, die andere Hialfte ragte zur Fliissigkeit heraus und blieb 
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unbenetzt, um spater beim Photometrieren die Lichtdurchlassigkeit des ge- 
farbten Teiles auf die des unbehandelten beziehen und so den stérenden 
Einflu® der verschiedenen Blatttransparenz eliminieren zu kénnen. Die 
Bestimmung erfolgte mit einem photoelektrischen Kolorimeter (Bio-Photo-Col 
der Fa. Helige) unter Verwendung von weifem, ungefiltertem Licht. Die 
Blatter wurden zwischen zwei Objekttriger geklemmt und so an Stelle des 
Reagensglases in den Apparat eingefiihrt, dafi das Licht das Blatt von der 
Ober- zur Unterseite durchstrahlie. Die Durchlassigkeit kann an einem Mef- 
instrument direkt in Prozenten abgelesen werden. Tab. 4 gibt einen derarti- 
gen Versuch wieder. 


Tab. 4. Syringa vulgaris. Lichtdurchlassigkeit nach 24stiindigem 
Aufenthalt der Blattspreiten in Methylviolettlésung 1:2000 bei 
verschiedenem Py 





Farblisung | Kontrolle: reiner Puffer 


Durchlassigkeit in %/) des | Durchlissigkeit in °/) des Kutikular- 





unbehandelten Blatteils | unbehandelten Blatteils | Transpiration 
Py 22 | 75 | 100 | 23,2 mg/g.h 
» 48 61 108 | 37,5 ‘ 
» 10 53 100 | 37,0 zu 
» 93 78 83 28,0 » 


Die Werte der ersten Kolonne zeigen eindeutig, daft aus der Farbstoff- 
losung neutraler Reaktion der meiste Farbstoff aufgenommen wird, die 
Blatter erscheinen schon duferlich wesentlich blau- bzw. violetistichiger als 
die aus den anderen Lésungen. Daft diese Durchlassigkeitsinderung aus- 
schlieflich auf Farbstoffaufnahme und nicht auf sonstige Verainderungen der 
Blatter unter der Einwirkung des Puffers zustande kommt, lehrt ein Vergleich 
mit den Kontrollen; reine Puffer andern wohl ein wenig die Transparenz des 
Blattes, aber in einem ganz anderen Sinne als bei gleichzeitiger Anwesenheit 
von Farbstoff (es tritt ein schwaches Transparenzmaximum bei py, 4,8 auf). 
Auch eine immerhin mégliche Schadigung durch den Farbstoff (Methylviolett 
ist recht giftig) kann fiir den Versuchsausfall nicht ausschlaggebend sein. Eine 
derartige Schadigung miiffte doch im sauren Puffer am starksten sein, da sich 
in diesem die schadigende Wirkung des Farbstoffes und der H-Ionen 
addieren und in einer verstarkten Anfarbung aufern miiten. Dagegen 
ergibt sich eine recht gute Ubereinstimmung der Farbstoffaufnahme mit der 
Kutikulartranspiration nach Behandlung mit reinem Puffer (vgl. Hartel 
1947); entsprechend unseren friiheren Erfahrungen liegt auch hier ein Maxi- 
mum der Kutikulartranspiration im schwach sauren bis neutralen Bereich 
und deckt sich so mit der erhéhten Farbstoffaufnahme. Der trotz gleicher 
Wasserabgabe niedrigere Wert der Transparenz nach Behandlung mit 
Methylvioletilésung von py 7 gegeniiber der Probe aus p, 4,8 erklirt sich 
wohl durch Verainderungen im Farbstoff; die Schnittfarbungen haben gezeigt, 
daft die Speicherung im wesentlichen an das Vorhandensein von Farbmole- 
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kiilen gebunden ist; ihre Menge nimmt aber bei basischen Farbstoffen wie 
Methylviolett mit steigendem py zu, wodurch es bei héherem p, trotz gleicher 
,Kutikulardichte“ zu einer verstarkten Anfarbung kommen muf. 


Auffallend ist allerdings, da& die gefirbten Blatter gerade um den Neutral- 
bereich eine niedrigere Kutikulartranspiration zeigen als im extrem sauren oder 
alkalischen Bereich, sich demnach gerade umgekehrt wie die Blatter aus den reinen 
Puffern verhalten, Ob es sich dabei um einen Verstopfungseffekt der submikroskopi- 
schen Poren durch den eingedrungenen Farbstoff handelt oder um eine dhnliche 
Umkehrung des Reaktionssinnes durch ,,versuchsfremde“ Ionen (als solche waren in 
diesem Falle die des Methylvioletts anzusehen), wie sie an Blattern bereits nach- 
gewiesen werden konnte (Hartel 1951), wurde nicht weiter untersucht. 


Es ergibt sich nun die Frage, ob der gleiche Versuch auf die Salze der 
Hof meisterschen lonenreihe ausgedehnt werden kann und sich dabei far- 


Tab. 5. Syringa vulgaris. lonenabhiangigkeit der Farb- 
stoffaufnahme und der Kutikulartranspiration (Me- 
thylviolett 1 : 2000, 24 Std). 














Farbldsung Kontrolle, reine Salzlésung Ss 
Durchlissigkeit setae | 
| in % des unbe- tae te | . Kutikular- 
handelten Blattes | pandelten Blattes | transpiration 
n/50-LiCl 64 108 49,3 mg/g .h 
n/50-NaCl 61 100 | 56,0 mg/g.h 
n/50-KCl | 58 101 | 59,5 mg/g .h 


berisch eine ahnliche Ionenabhiangigkeit nachweisen lat, wie dies bei der 
Kutikulartranspiration der Fall ist. Dariiber konnten bislang nur ganz wenig 
Versuche angestellt werden, da die Vegetationsperiode bereits zu Ende ge- 
gangen war und geeignetes Versuchsmaterial nicht mehr zur Verfiigung stand; 
sie mégen aber in diesem Zusammenhang bereits angefiihrt werden. Die 
Blatter kamen, wie oben beschrieben, in Li-, Na- und KCl-Lésungen (n/50), 
denen Methylviolett in einer Konzentration 1: 2000 zugesetzt wurde; zur 
Kontrolle lief nebenher ein Versuch mit Salzlésungen ohne Farbstoffzusatz. 
Nach 24 Stunden wurden die Blatter wie bereits beschrieben photometriert. 

Auch in diesem Versuch entspricht einer héheren Kutikulartranspiration 
eine erhdhte Farbstoffaufnahme. Der Effekt ist zwar nicht sehr stark, aber 
der Richtung nach eindeutig. Die Wirkung der Anionen lat sich auf diese 
Weise leider nicht priifen, da der Farbstoff bei Zusatz von Bromid oder Jodid 
allmahlich ausflockt. Auf fluoreszenzoptischem Wege konnte mitiels der auf 
S. 7 geschilderten Methodik an Taxus-Nadeln mit Berberinsulfat eine etwas 
starkere Fluoreszenz an den vorgewélbten Epidermiszellen der Blattunter- 
seite beobachtet werden, doch waren die Helligkeitsunterschiede nicht so aus- 
gepragt wie in den p,-Versuchen und vielfach auch durch starke individuelle 
Sireuung verdeckt. Auf eine ausfiihrlichere Wiedergabe dieser Versuche sei 
daher verzichiet, zumal Tab. 5 Analoges objektiv darstellt. 
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Uberblicken wir die vorgebrachten Ergebnisse, so erscheint der aus dem 
transpiratorischen Verhalten gezogene Schluf, daf die Kutikula- ein Am- 
pholytoid im Sinne Michaelis darstellt, auch farberisch bestatigt. Die 
Farbbarkeit mit basischen Farbstoffen steigt mit dem p, an, waihrend sie bei 
sauren Farbstoffen (soweit tiberhaupt eine Farbung méglich ist) gegen den 
alkalischen Bereich abnimmt. Fluoreszenzoptische Untersuchungen konnten 
nun zeigen, dafi an der Speicherung sowohl freie Fettséuren als auch organi- 
sche Basenreste beteiligt sind, wenn auch nur zu einem geringen Teil. Der 
groéRte Teil des durch die Kutikula aufgenommenen Farbstoffes wird als 
Farbmolekiil in lipoider Phase festgelegt, fiir den Farbungsausfall ist die 
Menge der in der Farbflotte vorhandenen Farbsalz- oder Farbbasenmolekiile 
(hauptsachlich jedoch der ersten) mafigebend. Daraus erklart sich auch das 
Ubergreifen der Farbbarkeit iiber den Neutralpunkt bzw. das Vorhanden- 
sein von einer relativ breiten Zone, in der eine Farbung durch saure und 
basische Farbstoffe méglich ist. Diese Zone darf deshalb nun noch nicht als 
isoelektrische Zone angesprochen werden, da die Aufnahme der Farbstoffe, 
wie gesagt, nicht elektrostatisch, sondern durch Lislichkeitsspeicherung 
erfolgt. Im Verhalten der Farbstoffe an der verletzten Kutikula, wie sie bei 
Schnittfarbung vorliegt, ist also kein Anhaltspunkt fiir eine dem Maximum 
der kutikularen Wasserabgabe entsprechende erhéhte Aufnahmefihigkeit 
der Kutikula zu erkennen. An intakter Kutikula ist jedoch im gleichen p,- 
Bereich, in dem die kutikulare Wasserabgabe maximal ist, eine starkere 
Anfarbbarkeit der Kutikula zu erkennen. Es handelt sich dabei nur um 
einen Eintritt des Farbstoffes in diese und nicht um einen Farbstoffdurch- 
iritt. Der lipoid geléste Farbstoff hat nicht die Méglichkeit, in die hydro- 
philen Schichten der Epidermisaufenwand iiberzugehen. Dabei zeigt sich 
auch, daft, soweit bisher untersucht, eine weitgehende Spezifitat besteht; 
Berberinsulfat vermag nur Taxus-Nadeln anzufarben, Methylviolett dringt 
in die Kutikula einiger anderer Versuchspflanzen mit offenbar artspezifischer 
Intensitaét ein, waihrend die Kutikula einer grofen Zahl anderer Pflanzen 
iiberhaupt ungefirbt bleibt. Als Erklarung fiir dieses Verhalten darf viel- 
leicht die Teilchengréfe der Farbstoffe herangezogen werden. Denn aus dem 
Vergleich der Schnitt- und der Stiickfarbung mufi der Schluf gezogen 


werden, daf die Farbung durch einen Porenmechanismus gesteuert wird, - 


wobei die Weite der Poren von der Griéffe der Ladung der Membrankolloide 
abhangt. Entsprechend dem, was bereits an Hand der Transpirationsbeein- 
flussung durch Ionen ausgefiihrt worden ist (Hartel 1951), nimmt die 
Ladung mit zunehmender Entfernung des p, vom isoelektrischen Punkt 
(besser der isoelektrischen Zone) gleichfalls zu, womit die Wasserhiillen 
machtiger werden und die Wegsamkeit der Kutikula sowohl fiir Wasser als 
auch fiir Farbstoffe sich verringern. Fiir lipoidlésliche Farbstoffe resp. Farb- 
molekiile kommt dazu noch die erschwerte Zutrittméglichkeit zur Fettphase 
hinzu. In der isoelektrischen Zone dagegen sind die Wasserhiillen minimal, 
die Wegsamkeit in der hydrophilen Phase grof bzw. der Zutritt der Farb- 
molekiile zur Fettphase erleichtert. Daf sich diese Ladungsinderungen nicht 
durch elektrostatische Farbung mit Diachromen bzw. Fluorochromen direkt 
nachweisen lassen, liegt jedenfalls in der geringen Zahl freier Saure- bzw. 
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Basengruppen, die den Farbstoff nicht iiber die zur Wahrnehmung nétigen 
Dichte speichern kénnen. Inwieweit die hiemit bestatigte Umladbarkeit der 
Kutikula fiir die Physiologie bzw. Okologie des Wasserhaushaltes der 
Pflanzen von Bedeutung sein kann, dariiber hat sich Hartel (1947, 1951) 
geaufert. 
Zusammenfassung 

Die pflanzliche Kutikula la8t sich an Schnittpraparaten mit basischen 
Farbstoffen vorzugsweise in alkalischer Lésung anfarben, wahrend saure 
Farbstoffe (sofern diese tiberhaupt dazu imstande sind) vor allem im sauren 
Bereich gespeichert werden. Mafgebend fiir die Speicherung ist das Vor- 
handensein von Farb- (Salz-) Molekiilen. Bei ihrer Festlegung spielen 


‘zweifellos freie Fettsdurereste sowie (im sauren Bereich) freie organische 


Basengruppen eine Rolle. Der Kutikula kommen demnach ampholytoide 
Eigenschaften zu, wie sie bereits aus dem Verhalten der Kutikulartranspira- 
tion erschlossen wurden. Die unverletzte Kutikula ganzer Blatter vermag 
dagegen (basische) Farbstoffe am leichtesten aus neutraler Lésung aufzuneh- 
men; einer hohen Kutikulartranspiration entspricht demnach eine leichie 
Farbbarkeit ,,von aufen her“, womit der vom Ionenmilieu abhangige Poren- 
mechanismus der Kutikula auch auf farbungsanalytischhem Wege bestiitigt 
erscheint. 
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Uber den Aufbau der Wandungen von Cladophora 
glomerata im Lichte der verfeinerten Methoden 
der Lichtmikroskopie 
Von 
Hermann und Hngo Ziegenspeck, Augsburg 
Mit 3 Textabbildungen 


(Eingelangt am 10. April 1951) 


Cladophora glomerata gedeiht in rasch flieRenden Bachen, wo sie flat- 
ternde Bewegungen ausfiihrt. Wenn auch mit Hilfe des Polarisationsmikro- 
skopes und der Dichroskopie (Ziegenspeck 1939) Quermicellierung der 
primaren, diinnen Lamelle und Liangsmicellierung der derben oder sehr 
derben, sekundiren Lamelle festgestellt wurden, so kann das noch nicht 
diese sehr starke mechanische Beanspruchung erklaren. Andere Methoden 
(Frey-Wyssling 1938) haben besonders lange Makromolekiile iiber 2,5 u 
bei den Siphonocladiales, zu denen diese polyenergide Alge gehért, fest- 
gestellit. Es lag daher in Ausdehnung der Ergebnisse bei Fasern und Holz- 
fasern (Ziegenspeck 1951) nahe, die Methoden der verfeinerten Licht- 
mikroskopie zu verwenden. 

Angelehnt an die Methodik der Elektronenmikroskopie wurden folgende 
Wege gewahlt, weil uns die Metallbeschattung nicht zuginglich war: 

1. Kinbettung an im Brechungsexponenten ansteigende Medien: Gemische 
von Phenol mit Glycerin, Milchsadure, Paraffindl, Cadax, Immersionsél u. dgl. 
Es wird angestrebt, einen Brechungsexponenten zu erreichen, der den der 
ganzen Wandung fast erreicht oder wenig iiberschreitet, weil so eine 
Differenzierung innerhalb der Wandung erméglicht wird und zugleich die 
Reflexion an der Grenze der Wand I ausgeschaltet ist. 

2. Auseinanderziehen der Einzelelemente der Wandung durch beginnende 
oder schwache Quellung in Natronlauge, Chlorzinklésungen und selbst 
kurzes Verweilen in Kupferoxydammon. Es ist denkbar, daf ein Teil der 
Wand, die ,,Fiillung, bereits verquollen ware, wenn die dichter gepackten 
Elemente noch wenig angegriffen sein wiirden. 

3. Die Quellung zumal in Kupfoxydammon, Chlorzinksalzsaure, 
Schwefelsiure usw. wird etwas weiter getrieben. Durch Auswaschen in 
Ammoniak oder verdiin’..: 1 Sdéuren je nach dem Angewandten kann dieser 
Vorgang unterbrochen werden. 2 

Zum Beobachten wird man Methode 2 mit 1 kombinieren. Aufhellen 
mit Eau de Javelle und Herauslésen von Inhaltsstoffen und Olen mit Alkohol. 
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Hiartosol, Aceton und Ather sorgen fiir das Entfernen stérender Inhalts- 
stoffe. Stirke kann durch kurzes Kochen in verdiinnter HCl entfernt 
werden. 

Die Beobachtungsmethoden sind folgende: 

A. Die Praparate werden zwischen gekreuzten Nikols mit sehr inten- 
siver, aber gekiihlter Beleuchtung durch Niedervoltlampen oder Bogen- 
lampen betrachtet. Die kristallisierten Elemente ergeben Additionsfarben 
hellgrau bis weiBlich (oder-auch Subtraktionsfarben dunkelgrau bis schwarz), 
je nach der Stellung zur Schwingungsebene des Polarisators. Sie heben sich 
dann heller leuchtend (oder schlechter dunkler) von dem schwach grau antin- 
gierten Untergrunde ab. Man kann auch eine ganz schwache Glimmerplatte 





VergréRerung 1 : 1000 Dunkelfeld 1/7 Imm. Leitz Periplan 10 Leica 
imm=i14#. 
Abb. 1. Die Polarisationsebene (Pfeil) liegt quer zum Faden, daher 
nur Fila der Primaérwand sichtbar. Phenol mit 10% Glyzerin. 


etwa 1/8 bis 1/10 einschalten, manchmal hilft ganz schwaches Abweichen der 
Nikolstellung von der Vertikalen. Als Objektive wihlie ich mit gréBtem 
Vorteile */. Fl von Leitz, weil dieses verhiltnismaftig hohe numerische 
Appertur mit grofer Tiefenschiarfe vereinigt. Die Ausschaltung von allzu 
intensiver Einstrahlung seitlicher Objekte usw. nimmt man mit einer Apper- 
turblende vor. Das Objektiv Immersion F/100 mit Apperturblende von 
Reichert leistet ebenfalls sehr gute Dienste. 

B. Dunkelfeld ohne oder besser mit Azimutblende wirkt mit 1—3 ver- 
einigt ganz eigenartig. Nach Ausschalten der Reflexe an der Wandober- 
flache durch die Einbettung kommen die Brechungsunterschiede innerhalb 
der Wandung zur Geltung. Das Dunkelfeldlicht ist zudem infolge der 
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Spiegelungen polarisiert. Die kristallinen Elemente der Membran wirken 
nun als zweiter Nikol; wir kénnen durch Drehen der Priaiparate entweder 
die laings- oder quergerichteten Einzelteile sichtbar machen. Mitunter erhdht 
tnan die Deutlichkeit der Bilder durch Aufsetzen eines Analysators oder 
durch die Apperturblende des Objektivs, wodurch Uberstrahlung ver- 
mieden wird. 

C. Das Phasenkontrastverfahren im Verein mit 1—3 laRt innerhalb der 
Wandung mehr oder weniger deutlich die Einzelelemente erkennen. Oft 
jedoch sind die Bilder noch kontrastarm. Da die Interferenz (Ziegenspeck 
1951) von der Kristallnatur 
abhingig ist, so bekommt 
man durch Aufsetzen eines 
Analysators oder Unterlegen 
eines Polarisators sehr deut- 
liche Bilder. Parallel zur, 
Schwingungsebene ist die 
Interferenz am_ starksten. 
Ich méchte das Verhalten als 
Diinterferenz bezeichnen. 
Es ist also eine ahnliche Er- 
scheinung wie die Absorp- 
tion einzelner Wellenlangen, 
die zum Dichroismus fiihrt. 
Die Kombination mit Di- 
chroismus nach sanfter An- 
farbung durch Coriphosphin 
oder auch Akridinorange er- 
héht die Kontraste noch 
mehr. Das Einschalten von 
geeigneten Kontrastfiltern 
(Blaugriin oder Gelbgriin) 
ergibt zuletzt die besten 
Bilder. 

Es gelang uns mit der Kombination der Methoden 1—3 mit A—C feine 
und feinste Strukturelemente innerhalb der Wandung deutlich nachzu- 
weisen. Wir betonen, daf bereits Methode 1 allein zum Erkennen fiihrte, 
was wegen der nur geringfiigigen Eingriffe von besonderer Wichtigkeit ist. 

Die Bilder nach 2 ergeben sehr deutlich mit A—C vereint die Einzel- 
elemente von etwas unter 1 « Dicke. Die Primiarlamelle hat quergerichtete, 
etwas kiirzere Teilchen, die wir Fila (sing. Filum = Faden) nennen, da diese 
Bezeichnung noch nicht abgegriffen und handlich ist. 

Im Dunkelfelde B, Abb. 1 und 2, weniger gut nach Verfahren A, erkennt 
man, da die Fila an den Enden feinst zugespitzt und fadig ausgezogen sind. 
Diese Anteile sind 0,1 1 und darunter dick. Wir verweisen auf die Photo- 
gramme A. und B, die mit Leica aufgenommen sind und nach Feinkornent- 
wicklung auf 1: 1000 vergréRert wurden. Diese Verfilzung der feinsten Faden 

Protoplasma, Bd. XLI/1. 2 





Abb. 2. Da die Polebene lings zum Faden streicht, 
sind die Fila der sekundaéren Wand sichtbar, wie 
oben. 
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bemerkt man am deutlichsten, wenn man die Faden zerreifft. Sie ragen zum 
Teil frei auf dem Abrisse heraus und liegen haarscharf an der Grenze der 
Wahrnehmung: Zumal die Azimutblende und Verdrehen des Tisches laft 
sie aufleuchten und als in den Dimensionen des feinen Goldkolloides (also 
vielleicht bis etwa 100—60 A) liegend abschatzen. 

Nach 3 kann man Auflésung der Wandung in ein Gewirr derber, meist 
etwas verbreiterter Fila betrachten (Photogramm 3 linke Seite). Die Breite 
entspricht etwa 1 gleich 10.000A, Deutlich bemerkt man im Priparate, 
besser als im Photo festzuhalten ist, die Auflésung der Fila zu noch feineren 
Gebilden, die etwa die Dicke der ausgezogenen Enden der Fila, 0,1 4 und 
darunter, haben. Sie brechen noch deutlich doppelt. Die Verfeinerung 
fiihrt zu Gebilden von etwa 0,05 u, was 500A entspriiche. 

Im Sinne der Elektro- 
nenmikroskopie (Frey- 
Wyssling und Miihle- 
thaler 1950) haben wir 
in den Fila das vor Augen, 
was man dort als Mikro- 
fibrillenbiindel —bezeich- 
net. 

Die feineren Elemente 
sind Mikrofibrillen selber 
oder gehen an sie heran. 
Die Lange der Fila ist 10, 
15, 20 w und dariiber, Mi- 
krofibrillen etwa5, 8, 10 x. 
Wir betonen, daf das 
Lichtmikroskop auch in 
diesem. Falle viel von 
_— den mit dem Elektronen- 
Abb. 3. Quellung in Kupferoxydammon. Nach Unter- _mikroskop sichtbaren 
brechen in Phenolglyzerin. Links die hellen gequol- Dingen infolge seiner ho- 
lenen Fila im Verbande, rechts Zerteilung der frei- hen numerischen Apper- 

liegenden Fila zu Mikrofibrillen. 





tur erreichen 1laRt, weil 
bei Eigenleuchten die Abbildungsméglichkeit nach dem Dunkelfeldprinzip 
erweitert ist. Voraussetzung ist aber das Auseinanderzerren der Struktur. 

Die Betrachtung bei schwiacheren Vergréferungen (Ziegenspeck 
1951 a) lehrt nun weiter, daf-die Fila nicht genau lings verlaufen, sondern 
in steilen Spiralen stehen, die iiber die erst nachtraglich eingezogenen 
Zellgrenzen hinweggehen. Die Faden der Algen erhalien damit eine Feder- 
festigung, wobei Spannen und Entspannen der Feder das wiegende Fluten 
hervorruft. Eine derartige Bauart ist nun sowohl den Fasern der héheren 
Pflanzen und Moose eigen wie dem Phycomyces unter den Pilzen (Fre y- 
Wyssling 1950). Wir nennen sie spirofilat. 

Es muff nun die weitere Frage gestellt werden: Ist diese Textur aus 
Faden der vollig enthiillte Bau der Wandung? Beraits der Versuch, die 





See Sed 
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Praparate rasch, z. B. in Paraffindl, einzubetten, lehrt, da noch ein Zusatz 
gemacht werden muf; denn es tritt ein nicht mehr ausgleichbares Schrump- 
fen und Zusammensinken ein. Aus dem Inhalte gehen die Fiillfliissigkeiten 
viel zu schwer heraus, als es ein solcher Filzbau erwarten JaBt. Es muf 
noch eine Fiillsubstanz innerhalb des Filterfilzes vorhanden sein. Sei es, 
daft noch feinere Fibrillen vorhanden sind, sei es, da nicht kristallisierte 
Zellulosen im Sinne von Herman vorliegen. 

Zur Vervollkommnung unserer Untersuchung lag es nahe, den IEP mit 
den Methoden von Héfler und Pecksieder (1947) durch Einbetten und 
Farben in gepufferter Akridinorangelésung nachzuweisen. 

Absichtlich haben wir Membranpraparate nach Aufhellen mit Eau de 
Javelle und Ausziehen mit Alkohol, Aceton und Ather gewahlt, um sicher 
nur Wandungen zu untersuchen. Ein Waschen in Essigwasser und in destil- 
liertem Wasser diente zu vélliger Beseitigung adsorbierter Kationen. 

Die Wandungen ergaben die kennzeichnende Kupferrotfarbung zwischen 
Py 4,8 und 8 bei Beobachtung im Reichertschen Fluoreszenzmikroskop. Das 
Blaulicht ergibt strahlendere Bilder, die zur Untersuchung auf Fila ver- 
wendet wurden. Mit dieser Farbung konnten jedoch solche nicht aufge- 
funden werden, auch wenn man von der Apperturblende Gebrauch machte. 
Offenbar beteiligt sich die ganze Wandung an dem Zustandekommen der 
Farbung des IEP. Unterhalb p, 3,5 sieht man eine mehr weiflich-griinliche 
Fluoreszenz, bei p, 3,5 ist die Fairbung mehr gelblich bis gelblichorange. 
Bei p, 11 ist ebenfalls nur eine schwache orange Fluoreszenz vorhanden. 

Das Ergebnis ist insofern wertvoll, als der Bereich der Speicherung der 
kupferroten Fluorochromphase nicht nach Art der héheren Pflanzen ist, 
sondern sich an den der Chitinwande der Pilze anschlieft. Wenn auch nach 
den vorliegenden Angaben Cladophora wie alle Siphonocladiales und 
Siphonales kein Chitin, also kein N in der Zellwand fiihren sollen, so ver- 
halten sich offenbar die Wandstoffe ahnlich dem Chitin der Hymenomyceten. 
Da nach den Ergebnissen der Serologie (Ziegenspeck und Mez 1929) die 
Entwicklungslinie von den Siphonocladiales iiber die Siphonales zu den 
Phycomyceten, Protoascomycetineae zu den Hymenomyceten verlauft, so 
kénnte man die Lage des IEP als eine Bestatigung auf anderem Wege an- 
schauen, sofern dahingerichtete, ausgedehntere Untersuchungen im gleichen 
Sinne verlaufen wiirden. 

Zusammenfassung 

Mit verfeinerten Methoden lat die Lichtmikroskopie bei Cladophora 
glomerata einen eufiliaten Aufbau der Membran nach Art der Fasern der 
héheren Pflanzen erkennen, wie er auch mit dem Elektronenmikroskop und 
Metallbeschattung abbildbar ist. Der IEP liegt im Bereiche desjenigen der 
Membran der Pilze, nicht desjenigen der Zellwand der héheren Pflanzen. 


In den angegebenen Schriften finden sich weitere Literaturangaben: 
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I. Einleitung 


Als in der Zeit um 1910 zum ersten Male von Biologen der Mikro-Zeitraffer- 
film zur Erfassung sehr langsamer Bewegungsvorginge des Zellgeschehens, 


1 Vorstehende Arbeit wurde auf Anregung von Herrn Prof. Dr. W. Kuh! als 
Dissertation im Institut fiir Kinematische Zellforschung in Frankfurt a. M. ange- 
fertigt. 
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besonders der Zellteilung, angewandt wurde, geschah dies aus dem Bestre- 
ben, diese an sich bekannten Vorginge als ein wirklich dynamisches Ge- 
schehen darzustellen. Nicht immer findet dabei die erstaunliche Tatsache 
Erwahnung, daft, durch die Anwendung der Zeitraffung sichtbar geworden, 
eine bis dahin unbekannte Bewegung in Erscheinung trat. Die kérnchen- 
formigen Protoplasmaeinsdhliisse fiihren namlich tanzende Bewegungen aus, 
und es entsteht allgemein der Eindruck, daft sich der gesamte Zellinhalt in 
Bewegung befindet. Eine eingehendere Beachtung finden diese in Wahrheit 
sehr langsamen Bewegungsvorgiinge erst bei spaiteren Untersuchern, die mit 
dem Zeitrafferfilm arbeiten. 

Bei der Beschreibung dieser Bewegungsvorgange wird im folgenden, um 
Wiederholungen zu vermeiden, nicht mehr von Fall zu Fall darauf hinge- 
wiesen, daf sich die Darstellungen und Geschwindigkeitsangaben stets auf 
das geraffte Filmlaufbild beziehen. 

So. findet Fauré-Fremiet (1913), daf{ sich bei einer raschen Vor- 
fiihrung eines Zeitrafferfilms von der Entwicklung des Parascaris-Eies 
dessen groRe Protoplasmagranula in schneller Bewegung befinden. Diese 
Bewegung der Granula ist véllig ungeordnet und erinnert an die Bewegung 
Brownscher Teilchen. Als ihre Ursache nimmt Fauré-Fremiet Proto- 
plasmabewegungen an und unterscheidet diese ungeordnete Bewegungsweise 
scharf von den bei zahlreichen Zellen zu beobachtenden Protoplasmastrémun- 
gen. 

Er betont ferner, da diese durcheinanderwimmelnden Bewegungen der 
Granula viel zu langsam sind, um bei einer direkten Beobachtung des Eies 
im Mikroskop wahrgenommen zu werden. Diese Bewegungen sind aufer- 
dem keinesfalls fiir das Parascaris-Ei charakteristisch, sondern bereits am 
Seeigelei mit Hilfe des Zeitrafferfilms beobachtet worden. 

Frommolt (1934), der die Furchung des Kanincheneies-untersucht, spricht 
von einem starken Strémen, von einem Wogen und Wallen des Eiproto- 
plasmas, und er findet gleichzeitig, daf in geschadigten Eizellen diese Be- 
wegungen mit dem Absterben der Eizelle an Intensitét abnehmen. Auch auf 
Mehrzellenstadien zeigt das Protoplasma der Blastomere eines normalen 
Eies eine wesentlich ausgepragtere Bewegung als das von Blastomeren -ge- 
schadigter Zellen. 

Pomini (1937) findet, da sich eine Schadigung von Spulwurmeiern 
durch Radiumstrahlen vor allem in einer Verlangsamung der Bewegung der 
lichtbrechenden Granula aufert. 

v. Méllendorff (1937) spricht von ,,Kérnchenbewegung”, die er in 
Zellen von Gewebekulturen (Kaninchenfibrocyten) beobachtet und deren 
Intensitat sich durch Zusatz bestimmter chemischer Stoffe oder durch inten- 
sive Belichtung als experimentell beeinfluf&bar erweist. 

Eingehendere Beachtung findet dieses Phanomen dann bei Kuhl (ab 
1937), der es als ,,Granulabewegung” (GB) bezeichnet und aus dessen zahl- 
reichen Veroffentlichungen sich eine genauere Vorstellung iiber diese Be- 
wegungsvorgange gewinnen aft. 

Seine Aussagen sind auf die vergleichenden Zeitrafferfilm-Untersuchun- 
gen der Eier von Vertretern verschiedener Tiergruppen gestiitzt, im wesent- 
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lichen Mollusken, Nematoden, Echinodermen, Anneliden, Fischen, Saugern, 
und die GB laft sich danach mit Recht als charakteristisch fiir das Bild einer 
normalen, nicht geschiadigten Eizelle bezeichnen. 

Die Bewegung der Granula erinnert nach K uh] im gerafften Filmlaufbild 
bei unvoreingenommener Betrachtung an die Bewegung Brownscher Teil- 
chen. Er nimmt jedoch an, daft hier keine derart ungeordnete Bewegungs- 
weise der Granula vorliegt, sondern vermutet im Gegenteil, da von den 
Granula mehr oder weniger geordnet bestimmte Bahnen innerhalb sehr 
kleiner Zellareale zuriickgelegt werden. Innerhalb dieser Areale, deren 
Durchmesser fiir das Ei von Psammechinus miliaris mit 2—3 u angegeben 
wird, sollen méglicherweise lokalisierte Str6mungen des Hyaloplasmas die 
Bewegung der Granula bewerkstelligen. Wie auch bei bekannteren Be- 
wegungsvorgangen des Protoplasmas werden die Granula damit lediglich als 
Indikatoren fiir Bewegungserscheinungen der plasmatischen Grundsubstanz 
in Anspruch genommen. Trotzdem weist K uh! auf die Schwierigkeit bei der 
Entscheidung der Frage hin, ,,wer hier wen bewegt“, das Hyaloplasma die 
Granula oder umgekehrt, und definiert die GB deshalb auch vorsichtig, das 
kausale Moment zunichst bewuft aufer acht lassend, als die nur unter Zeit- 
raffung sichtbare Ortsverainderung der Protoplasmaeinschliisse intakter 
Zellen. 

Nach den untersuchten Formen zu schliefen, wird vermutet, da die 
Geschwindigkeit der GB zum wenigsten ,,gruppenspezifisch ist. Ihre Inten- 
sitét ist etwa gleich grof im Ei der weiffen Maus bei 460facher, den Eiern 
von Psammechinus und Pomatoceros bei 70facher und in Proto- und Deuto- 
merit von Gregarinen schon bei 4facher Geschwindigkeit. In den Eiern 
einiger Regenwurmnematoden kann diese Bewegung schlieflich so schnell 
sein, dafi sie neben den starken hier auftretenden Protoplasmastrémungen 
ohne Zeitraffung erkennbar wird. 

Auch auf verschiedenen Entwicklungsstadien lassen sich Unterschiede der 
Intensitét erkennen. Im unbefruchteten Ei der weiffen Maus verlauft die 
GB deutlich langsamer als im befruchteten, eventuell sich teilenden Ei, und 
im Ei von Pomatoceros ist vor jeder Teilung eine kurzfristige erhéhte Be- 
wegungsintensitat zu beobachten. 

Diese Geschwindigkeitsinderungen im normalen Zellgeschehen sind je- 
doch weit weniger auffallig als die durch Zellschadigung hervorgerufenen. 
So ist in geschadigten Eizellen schon erstaunlich friih eine verringerte Be- 
wegungsintensitat ihrer Granula zu bemerken, Stunden, u. U. sogar Tage, 
bevor ihre Schadigung durch morphologische Veranderungen, Ausbleiben 
oder Pathologie der Teilung etc. erkenntlich wird. 

Ist eine Schadigung so tiefgreifend, daf keine weitere Teilung mehr er- 
folgt und die Zelle abstirbt, so wird die GB immer langsamer und hort dann 
ganzlich auf. Der Augenblick des ganzlichen Aufhérens der Bewegung wird 
dabei als der Eintritt des Zelltodes aufgefaft. 

Diese bisher beschriebenen Intensitatsanderungen betreffen gleichmafig 
die Bewegung aller Granula im gesamten Protoplasma, mit Ausnahme der 
Kern- oder Spindelriume. Wahrend sich die GB der Spindelregion beim See- 
igel von der Bewegung der iibrigen Granula nicht unterscheidet, wird fiir 
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das Ei der_weiiten Maus, das Ei von Pomatoceros triqueter und die Eier 
einiger Regenwurmnematoden eine temporare, auf die Spindelregion be- 
schrinkte, intensivere GB beschrieben. 

Schlieflich werden im perivitellinen Raum des Psammedhinus-Eies stark 
lichtbrechende Granula unbekannter Herkunft beobachtet, deren Bewegungs- 
form und Geschwindigkeit sich nicht von derjenigen der Granula im Ei- 
protoplasma merklich unterscheidet. Auf Grund dieser Ahnlichkeit von Be- 
wegungsform und Bewegungsgeschwindigkeit wird auf die Méglichkeit hin- 
gewiesen, auch eine ahnliche Viskositat von Eiprotoplasma und perivitelliner 
Fliissigkeit annehmen zu kénnen. 

Auf dem IV. Internationalen Zellforscherkongref ist im Anschluf an den 
bereits erwahnten Vortrag von v. Méllendorff (1927) diese Méglichkeit, 
die Bewegungsintensitat der Kérnchen als ein Maf fiir die Viskositat zu be- 
nutzen, ebenfalls diskutiert worden. Wahrend ein Teil der Diskussionsredner 
der Annahme zuneigte, in dieser Kérnchenbewegung eine ,,gezwungene 
Brownsche Bewegung zu sehen, vertrat besonders Levi nachdriicklich auf 
Grund eigener Beobachtungen die Auffassung, daft es sich hier um ginzlich 
andere, mutmaflich durch Protoplasmastrémungen hervorgerufene Bewe- 
gungsvorgange handelt, die nicht mit der Brownschen Molekularbewegung 
(BMB) verwechselt werden sollten. 

Soweit die Beschreibung der GB nach Angaben der Literatur. 

Es sollen-nun die bei der einleitenden Darstellung beriihrien Fragen 
eingehender verfolgt und untersucht werden. Da die hierfiir wahrscheinlich 
giinstigsten Untersuchungsobjekte, die Eier mariner Formen, nicht zur Ver- 
fiigung standen, schien das Ei vom Pferdespulwurm wegen seiner grofen, 
relativ nicht zu zahireichen Granula sowie seiner Verfiigbarkeit wahrend 
des ganzen Jahres fiir die Beobachtung am geeignetsten. Verwendung fanden 
nur die reifen Eier aus den Anfangsteilen der Uteri, die bei 3—5°C im 
Kiihlschrank in durch Kochen sauerstoffrei gemachtem Wasser nicht langer 
als einen Monat aufbewahrt wurden. 

Die extreme Langsamkeit der in Rede stehenden Bewegungsvorginge 
machte methodisch als wichtigstes Untersuchungsmittel die Anwendung des 
Zeitrafferfilms erforderlich, da mit ihm allein die Darstellung der GB gelingt. 
Mit seiner Hilfe wird es dann méglich, die Bewegung der Granula im einzel- 
nen zu analysieren und ihr Verhalten im normalen sowie experimentell be- 
einfluBten Zellgeschehen zu verfolgen. 


II. Besondere technische Hilfsmittel 
Die Technik der Filmaufnahme selbst, d. h. die Behandlung und Anord- 


nung des Praparates sowie die Behandlung des Untersuchungsmaterials, er- 
forderte einige technische Sondereinrichtungen, die im folgenden deshalb 
kurz erlautert werden. 

Die iibliche Weise, die Eier als Deckglaspraparat unter das Mikroskop zu 
bringen, verbietet sich hier meist aus verschiedenen Griinden, besonders 
wenn ein und dasselbe Ei mehrere Stunden lang beobachtet werden soll. Fiir 
das Gelingen einer Zeitrafferfilmaufnahme ist es wichtigstes Erfordernis, daft 





PAN BEAK 2 








wens aateOr 





Granulabewegung im Ei von Parascaris equorum 25 


das Material wahrend der Aufnahme absolut ruhig liegt, und zweitens, daf 
es sich zur ungestérten Entwicklung stets in sauerstoffreichem Wasser be- 
findet. Am ehesten ist dies noch mit einem zwei- oder dreiseitig mit Paraffin 
umrandeten Deckglaspriaparat zu erreichen, an dessen freiem Rand vorsichtig 
von Zeit zu Zeit frisches Wasser zugesetzt wird. Trotzdem kommi es dabei 
immer wieder vor, dafi das Ei weggeschwemmt wird und der ganze Versuch 
damit mifgliickt. Bei Temperaturen iiber 30° beginnt das Paraffin aufer- 
dem zu erweichen, und die Gefahr, da das ganze Deckglas abschwimmt, 
wird so gro, da man damit keine sich iiber mehrere Stunden hinziehenden 
Aufnahmen mehr riskieren kann. 

Es wurde deshalb eine andere Methode, die nicht mit diesen Mangeln 
behaftet ist, angewandt. Sie besteht darin, da& eine Tauchkappe (Abb. 1), 
an ihrer Unterseite das Deck- 
glas tragend, mittels zweier 
Stangen von den _ beiden 
Assistenten eines Mikroma- 
nipulators exakt nach jeder 
Richtung beweglich in eine 
das Material enthaltende, 
flache Glasschale mit optisch 
einwandfreiem Boden ein- 
taucht. Die Deckglaser wur- 
den dazu mit Wasserglas an 
die mit verschieden weiten 
Bohrungen versehenen, ab- 
schraubbaren Bodenstiicke , 
der Tauchkappe aufgeklebt, Abb. 1. Anordnung des Priparates, wie sie bei 

ine Befestigungsweise, die [emperaturversuchen benutzt wurde. Panphot 
eine Befestigung se, 7 : ; 

: = (Leitz) mit Tauchkappe K am Chambersschen 

auch bei den hiehsten.prak- Mikromanipulator M (Leitz). Ferner Temperier- 

tisch T mit zu- und abfiihrenden Schlauchleitungen. 





tisch nétigen Temperaturen 
zu verwenden ist. Gleich- 
zeitig ist durch diese Anordnung die Méglichkeit gegeben, durch vorsichtiges 
Senken der Tauchkappe einen beliebig starken Druck auf die Eier auszuiiben 
oder durch eine Verschiebung in der Horizontalen die Eier zu rollen und sie so 
in eine fiir die Aufnahme giinstige Lage zu bringen. Besonders gestattet das 
ganz leichte Pressen der Eier einen anders nicht zu bewerkstelligenden 
griindlichen Wechsel des Untersuchungsmediums wahrend der Aufnahme, 
ohne daft dabei eine Verschiebung der Eier zu befiirchten ware. Ein be- 
quemes Arbeiten mit dieser Anordnung ist jedoch nur dann méglich, wenn 
Tubus wie auch Mikroskoptisch in ihrer Héhenlage mit einem Trieb ver- 
stellbar sind. An dem benutzten Panphot (Leitz) muBte ein solcher Grobtrieb 
fiir den Tubus nachtraglich eingebaut werden. 

Die auferordentliche mechanische Festigkeit der Schale des Spulwurm- 
eies schlo8 von vornherein bei der Untersuchung mechanischer Einfliisse die 
Anwendung von Mikromanipulationen an der Zelle aus. Lediglich die Wir- 
kung von mechanischem Pressen sowie der Einflu# der Zentrifugalkraft auf 


die GB lieBen sich beobachten. 
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Mechanisches Pressen eines Eies unter dem Mikroskop mit so groRem 
Druck, da es gegebenenfalls platzt, gelingt mit der oben beschriebenen 
Tauchkappe nicht. Um dauernd beobachtet werden zu kénnen, muf das Ei 
namlich genau in der Mitte des Deckglases unter der Tauchkappe liegen, 
also gerade da, wo sich das Deckglas am starksten aufwolben kann. Dadurch 
wird gerade auf die Eier im Zentrum der geringste, nicht ausreichende Druck 
ausgeiibt. 
Es wurde deshalb eine andere Tauchkappe entwickelt, bei der diese Ver- 
haltnisse gerade umgekehrt liegen (Abb. 2). Sie ist mit einem stramm sitzen- 
den Stiick Gummischlauch direkt mit dem Objek- 
tiv verbunden und hat seitlich einen kurzen Luft- 
zufiihrungsstutzen. Fiillt man nun den Raum 
zwischen Objektiv und Innenflache der Tauch- 
; kappe mit Prefluft, so wélbt sich das Deckglas 
nach aufen durch, und zwar im Zentrum am 
starksten, also da, wo der gréRte Druck bendtigt 
wird. 

Durch entsprechendes Regulieren des Luft- 
druckes laft sich so der von dem Deckglas auf die 
Eier sgeiibte mechanische Druck sehr fein und 
bequem bis zum Platzen des Eies steigern und 
Abb. 2. Prefitauchkappe gleichzeitig die Wirkung ungestért beobachten. 

im Schnitt. Den Einfluf der Zentrifugalkraft auf das Ver- 
halten der Granula zu verfolgen, erforderte eine 
leistungsfahige Zentrifuge. Da fiir den hier gegebenen Fall nur 1 bis 
2 Tropfen Fliissigkeit zentrifugiert werden muften, konnte, wie schon von 
friiheren Untersuchern (Beams, Weed, Pickels 1933), auf die erste und 
urspriingliche Ausfiihrung einer prefluftangetriebenen Ultrazentrifuge 
(Henriot et Huguenard 1925, zit. nach Svedberg 1940) zuriickgegriffen 
werden. 




















Geringe Anschaffungs- und Betriebskosten bei erstaunlich hoher Leistung lassen 
dieses System fiir bestimmte Zwecke als duRerst praktisch erscheinen. Der Rotor mit 
einem aéuferen Durchmesser von 16mm (wirksamer Radius 6 mm) erreicht bei 5 atii 
Wasserstoffgas eine Umdrehungszahl von etwa 5400 sek. Die Zentrifugalfeldstirke 
entspricht dabei dem etwa 500.000fachen Betrag der Schwerefeldstiirke. Fiir die vor- 
stehenden Versuche geniigte der Betrieb mit 2—3 atii Luft vollkommen, womit schon 
nach etwa fiinf Minuten langer Zentrifugierungsdauer die in Abb. 6 dargestellte 
Schichtung zu erreichen war. Den Raum zur Aufnahme des zu zentrifugierenden 
Materials stellt, wie aus Abb. 3 ersichtlich, die Unterfrisung der zentralen Bohrung 
dar. Ein dichter Verschluf& dieses Raumes ist nicht nétig und auch nicht méglich, weil 
die Deformationen des Materials waihrend des Betriebes Schraubenverschliisse nicht 
zulassen. Der Luftverbrauch bei diesem kleinen Rotortyp ist so gering, daf sich die 
Verwendung von Prefluft aus Stahlflaschen_rentiert tind eine Kompressoranlage 
wie bei gréReren Typen meist nicht nétig wird. 

Durch die sich bei dem Austritt aus den Diisen entspannende Luft wird der 
Rotor samt seinem Inhalt stark abgekiihlt, ein Nachteil, da die damit verbundene 
Viskositaétszunahme des Materials die gewiinschte Sedimentation durch die Zentri- 
fugalkraft hemmt. Um diesen Nachteil zu beheben und um eine Zentrifugierung bei 
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jeder gewiinschten Temperatur durchfiihren zu kénnen, wurde die Betriebsluft 
durch einen regulierbaren Heizwiderstand vorgewarmt. Mit einem Thermoelement 
1aRt sich dann unmittelbar iiber dem Rotor die Temperatur der entspannten Luft 
und damit auch hinreichend genau die des zentrifugierten Materials bestimmen. 
Einen Querschnitt durch die ganze Anlage gibt Abb. 4, die besonders deshalb aus- 
fiihrlich beschrieben wurde, weil sie in dieser einfachen Form auch fiir andere bio- 
logische Objekte mit Vorteil zu yerwenden sein diirfte. 

Die von vornherein anzuneh- 
mende Abhiangigkeit der Bewe- 
gungsgeschwindigkeit der Granula 
von der Temperatur machte es er- 
forderlich, die Eier wahrend der 
Beobachtung zunidchst auf einer 
bequem kontrollierbaren konstan- 
ten Temperatur zu halten, und 
ferner, um die Abhiangigkeit als 
solche zu untersuchen, die Tem- 
peratur gegeniiber der Zimmer- 
temperatur beliebig zu erniedri- 
gen oder zu erhéhen. Fiir den = ' 
gegebenen Fall bedeutet dieseinen Abb. 3. Stator (St) und Rotor (R) der Ultra- 
Temperatur-Regelbereich von etwa zentrifuge. 
0—80° C. 

Dazu erwiesen sich die wenigen bisher verwendeten Systeme elektrisch heizbarer 
oder auch durch Kohlensaure abkiihlbarer Objekttische als nur bedingt geeignet. 
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Abb. 4. Schnitt durch die benutzte Ultrazentrifugenanlage. 
A: Zentrifuge in gummiausgekleidetem Schutzgehiuse. B: Luftvorwarmer mit Regu- 
lierwiderstand C. D: Thermoelement zur Temperaturmessung der entspannten Luft 
iiber dem laufenden Rotor. E: Lichtstrichgalvanometer (Hartmann & Braun). 


Die Temperaturregelung erfordert dauertide Kontrolle, die exakte Messung der 
Temperatur ist unbequem, und eine Konstanthaltung iiber langere Zeitraume bei 
wechselnder Warmeableitung durch das Mikroskop, besonders bei héheren Tempera- 
turen, ist, wenn iiberhaupt méglich, nur sehr miihsam zu erreichen. 
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Als auRerst zuverlassig und bequem im Gebrauch erwies sich dagegen ein 
von dem Wasser eines Hoeppler-Ultrathermostaten durchstrémter, als Hohl- 
kérper ausgebildeter Mikroskoptisch (abgebildet bei Kuhl 1949b). Er ent- 
spricht in seinen AuRenmaffen dem dreh- und zentrierbaren abnehmbaren 
Teil eines runden Leitzschen Mikroskoptisches, jedoch hohl mit zwei Stutzen 
fiir die zu- und abfiihrenden Schlauchleitungen. Die 14 Liter Thermostaten- 
fliissigkeit zirkulieren dann, auf + 0,02° konstant gehalten, mit einer Ge- 
schwindigkeit von etwa 5 Litern pro Minute durch diesen ,,Temperiertisch“. 
Hohe Temperaturkonstanz durch die Warmetragheit der grofen durch- 
strémenden Wassermenge auch bei wechselnder Warmeableitung durch ver- 
ainderte Anordnung der Praparate auf dem Temperiertisch, rasche Tempera- 
turangleichung sowie bequeme Temperaturkonirolle gestatten ein zuver- 
lassiges Arbeiten mit dieser Anordnung. 

Die tatsichliche Temperatur im Priaparat wurde thermoelektrisch mit 
einer feinen, 0,1 mm starken Thermosonde direkt unter dem an der Tauch- 
kappe befestigten Deckglas gemessen. Die Temperaturdifferenz zwischen 
Praparat und der den Tisch durchstrémenden Thermostatenfliissigkeit be- 
tragt dabei bei Zimmertemperatur immerhin etwa 5° bei 50° Badtemperatur 
und etwa 10° bei 80° Badtemperatur. Es ist dazu erforderlich, zwischen Ob- 
jekttrager und die planpolierte Oberflache des Temperiertisches etwas 
Wasser oder bei héheren Temperaturen Paraffinum liquidum als Kontakt- 
mittel zu bringen. Diese Temperaturdifferenz erwies sich bei gleichen Ver- 
suchsanordnungen als sehr konstant, so daft auf eine derartige Temperatur- 
kontrolle mit der Thermosonde im Praparat meist verzichtet werden konnte 
und lediglich mit den entsprechenden Korrekturen die Temperatur des 
Thermostaten zu kontrollieren bzw. einzustellen blieb. Die bei den Ver- 
suchen angegebenen Temperaturen konnten auf diese Weise ohne Schwierig- 
keit bis auf etwa + 1° genau eingehalien werden, eine Genauigkeit, die fiir 
die gegebenen Untersuchungen als ausreichend erachtet wurde. Ohne gréfe- 
ren technischen Aufwand diirften auch kaum bessere Ergebnisse zu erzielen 
sein. 

Der mégliche Einflu& intensiver Belichtung, wie sie fiir Zeitraffer-Film- 
aufnahmen nétig ist, wurde nicht beriicksichtigt, nachdem Vorversuche die 
auferordentliche Unempfindlichkeit des Parascaris-Eies gegen Belichtung 
bestitigt hatten. Einstiindige Belichtung mii einer Bogenlampe bei 25cm 
Abstand nach Ausschaltung des UV und der Warmestrahlung hatte keinen 
Einflu& auf die Entwicklungsgeschwindigkeit der wahrend der Belichtung 
nur eben feucht gehaltenen Fier. Fiir die Belichtung wurde auferdem die 
weit schwachere Niedervoltlampe Monla (Leitz) mit den beiden Filtern VG 4 
und GG 13 (Schott) benuizt. : 


III. Versuche und Beobachtungen (Zeitrafferlaufbild 
und Teilbildanalyse) 
i. Beobachtung der Granulabewegung (GB) im Zeitrafferlauf- 
bild 
Als Erstes und Nachstliegendes wurde versucht, durch subjektive Beob- 
achtung Naheres iiber das Phanomen der GB in Erfahrung zu bringen. Daf 














29 


Granulabewegung im Ei von Parascaris equorum 


auch im Ei vom Pferdespulwurm tatsachlich diese Bewegungen, sogar,in sehr 
auffalliger Weise, vorkommen, war aus alteren Zeitrafferfilmen iiber die Ent- 
wicklung dieses Eies eindeutig zu ersehen (Fauré-Fremiet 1913, Kuhl 
1931, unveréffentlicht, Autrum 1939). 

Dazu sei bemerkt, daf, wenn im folgenden von Granula schlechthin gesprochen 
wird, darunter stets die grofen Dottergranula von durchschnittlich etwa 1 « Durch- 
messer zu verstehen sind. Ihre chemische Zusammensetzung sowie ihre Bedeutung 
fiir die Zelle werden hier nicht betrachtet; es sei nur erwahnt, daft sie die spezifisch 
leichtesten Zelleinschliisse darstellen. 

An sich ist es iiblich, nur die kleinsten, spezifisch schwersten Cytoplasma-Ein- 
schliisse von nur 0,1—0,3« Durchmesser als Granula zu bezeichnen und von den 
groRen als Dotterkérnern (auch Olkugeln) zu sprechen. Von dieser Unterscheidung 
wird kein Gebrauch gemacht, um die Einheitlichkeit der Darstellung mit der An- 
wendung des Begriffes GB zu wahren, dem lediglich der Wortsinn der Bezeichnung 
»Granula“ zugrunde liegt und worunter einfach alle kérnchenférmigen Einsdhliisse 
lebender Protoplasten zu verstehen sind. Betrachiet werden also im Parascaris-Ei 
von den in ihm enthaltenen Granula vorwiegend nur die Dotterkérner bzw. die von 
ihnen ausgefiihrte GB. 

Betrachtet man ein Ei unter starkerer Vergréferung unter dem Mikro- 
skop, so laft sich auch bei ausdauernder intensiver Beobachtung keine Be- 
wegung der Granula erkennen. Merkt man sich aber z. B. die charakteristi- 
sche Lagerung von 3 oder 4 Granula, die vielleicht als die Eckpunkte irgend- 
einer geometrischen Figur leicht zu behalten sind, so zeigt sich schon nach 
#4 Minute, wenn man erneut ins Mikroskop blickt, daft die regelmafige Figur 
in irgendeiner Weise zu einer unregelmaRigen geworden ist. Die Granula 
haben also in der Zwischenzeit eine Verlagerung erfahren, wenn auch eine 
sehr langsame und von sehr geringen Ausmaften. Wartet man noch 1 bis 
2 Minuten, so hat sich das ganze Bild meist derart verandert, da man schon 
einzelne der beobachteten Granula gar nicht mehr identifizieren, d. h. aus 
der Masse der iibrigen herauskennen kann. Dies ist besonders dann der Fall, 
wenn ein Granulum eine Verlagerung in der Senkrechten erfahrt. Erschien 
es zunachst gegeniiber seiner Umgebung als besonders hell, so kann es wenig 
spater mit ihr gleich und darauf sogar infolge veranderter Lichtbrechung 
besonders dunkel werden, ohne dabei in der Waagerechten verlagert worden 
zu sein. Gerade durch diesen Umstand ist es zu erklaren, daff man trotz der 
Langsamkeit der Bewegungen ein Granulum so erstaunlich schnell aus dem 
Auge verliert. 

Diese geschilderten Verhaltnisse machen es auch unméglich, durch irgend- 
eine subjektive Methode den Weg der Granula zu verfolgen und in einer 
befriedigenden Weise aufzuzeichnen. Es wurde dies zunachst mit einem 
Zeigerokular versucht und die Verschiebung eines Granulums gegeniiber der 
Spitze des Zeigers aufgezeichnet. Bequemer geht dies mit einem Zeichen- 
apparat, ohne daft man aber bessere Ergebnisse erzielt. Naheliegend ist es 
auch, das von einem Projektionsmikroskop auf Papier entworfene Bild eines 
Kies zu benutzen und hier einfach den Bahnen der Granula auf dem Papier 
nachzufahren. Dazu sind die so erhaltenen Projektionsbilder aber nicht 
scharf und hell genug, und auerdem hat man damit die im Vorstehenden 
beschriebene Schwierigkeit prinzipieller Art, die Granula auch langere Zeit 
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zuverlassig zu identifizieren, keineswegs iiberwunden, Auferdem ergibt sich 
so nur der Weg eines oder bestenfalls nur sehr weniger Granula. Es wird auf 
diese Weise keine Entscheidung méglich, ob hier eine Strémung im Proto- 
plasma oder eine unregelmafige Bewegung der Granula vorliegt oder ob 
sogar lediglich eine Drehung des ganzen Eies um eine unbekannte Achse 
stattgefunden hat. 

Auf Grund dieser Methode gewonnene Ergebnisse gestatten im allgemei- 
nen nur Aussagen, ob tiberhaupt Bewegungen vorliegen oder nicht. Trotzdem 
wurde friiher wiederholt aus derart erhaltenen ,,Granulawegen“ auf Proto- 
plasmastrémungen, Zellbewegungen und ahnliches geschlossen. Einige dieser 
zum Teil mit besonderen Termini belegten Bewegungsvorgiinge lieften sich 
mit exakteren Methoden iiberhaupt nicht nadiweisen. Dies belegt die Un- 
zulanglichkeit solcher subjektiven Methoden hinreichend, von denen im fol- 
genden deshalb kein Gebrauch gemacht wurde. 

Als einzige exakte und den Gegebenheiten gerecht werdende Methode 
bleibt somit nur die Anwendung des Zeitrafferfilms iibrig. Erst die mit seiner 
Hilfe scheinbar vergréRerte Bewegungsgeschwindigkeit der Granula macht 
ihr dynamisches Verhalten direkt beobachtbar und gestattet auch miihelos 
die Entscheidung, ob GB, Strémung, Drehbewegung des Eies oder ahnliches 
vorliegt. Die Eier wurden dazu unter normalen wie experimentell beein- 
fluRten Bedingungen zunachst etwa % Stunde lang bei 80facher Raffung 
gefilmt. Dazu miissen in der Minute 12 Bilder aufgenommen werden, die sich 
noch bequem mit der Hand drehen lassen. 


Auf Einzelheiten der Filmaufnahmetechnik wird hier nicht eingegangen. Sie ist 
einschlieBlich der dazu nétigen Apparate ausfiihrlich bei Kuh] (1949b) dargestellt. 


Fiir die Versuche wurden nur Eier von normalem morphologischem Aus- 
sehen und wiederholt konitrollierter normaler Entwicklungsfahigkeit be- 
nutzt. Sie wurden stets mindestens 1 Stunde vor Aufnahmebeginn dem 
Kiihlschrank entnommen und bereits wahrend dieser Zeit nach Zusatz von 
sauerstoffhaltigem Wasser bei der endgiiltigen Aufnahmetemperatur auf- 
bewahrt, um eine Temperaturangleichung zu erméglichen. Das fiir die Ver- 
suche benuizte Material war iiblicherweise nie alter als ein Monat, obwohl 
sich die Eier bei der gebraiuchlichen Aufbewahrungsmethode im Kiihlschrank 
bei 3—5°C nach einer mindestens doppelt so langen Aufbewahrungszeit 
gleichmaftiger zu entwickeln pflegen. 

Im einzelnen kamen zunachst Eier bei verschiedenen Temperaturen, die 
jeweils 10° auseinanderlagen, zur Beobachiung. Es sollte so Aufschluf iiber 
eine mégliche Temperaturabhingigkeit der GB erhalten werden. 

Das gleiche geschah mit Eiern, deren Inhalt durch starkes Zentrifugieren 
geschichtet worden war. Es ergab sich dadurch die Méglichkeit, das dynami- 
sche Verhalten der nach ihren spezifischhen Gewichten getrennten Zellein- 
schliisse isoliert zu beobachten, was in der nicht zentrifugierten Zelle nicht 
méglich ist. Die Masse der leichtesten Granula, die hier als Ball am zentri- 
petalen Pol ausgetreten sind, beginnt nach dem Zentrifugieren wieder ,,zu- 
riickzuwandern“ und sich gleichmaftig im Protoplasma zu verteilen. Gerade 
beim ,,Zuriickwandern“ wird es dabei auch mdglich, einzelne Granula so 
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lange einwandfrei zu beobachten, wie es bei normaler Verteilung der Ein- 
schliisse nie gelingt. 

Ferner wurden Eier wahrend der Aufnahme mit der oben beschriebenen 
.Prefttauchkappe™ verschieden stark gepreft, zum Teil bis zum Platzen der 
Eischale, wobei der Eiinhalt austrat. 

Schidigungen durch chemische Einfliisse wurden wegen der auferordent- 
lichen Widerstandsfahigkeit der Eihiillen nicht untersucht, besonders des- 
halb, weil die Stoffe zum Teil nur sehr langsam durch die Eischale hindurch- 
dringen. Dies erfordert lange Beobachtungs- und Aufnahmezeiten, was durch 
den damit verbundenen hohen Filmverbrauch kostspielig wird. Auferdem 
lieferten zur Lésung der gestellten Aufgaben die anderen Versuche aus- 
reichendes Tatsachenmaterial. Es sei in diesem Zusammenhang lediglich ein 
Versuch erwahnt, bei dem die Eier unter SauerstoffabschluR zur Beobachtung 
kamen. 

SchlieBlich wurde auch das Verhalten der Granula im normalen, experi- 
mentell nicht beeinfluBten Zellgeschehen verfolgt, und zwar wihrend der 
Entwicklung vom Vorkernstadium bis zur vollendeten ersten Teilung. Die 
nun von Teilung zu Teilung abnehmende Zellgréfe erschwert die Beobach- 
tung in zunehmendem Maffe, weshalb Mehrzellenstadien zunichst keine 
Beriicksichtigung fanden. 


2. Beschreibung der Granulabewegung 


Aus diesen Versuchen lief sich nun in Hinblick auf die langsamen intra- 
protoplasmatischen Bewegungen folgendes ersehen: 

Der Eindruck, den die GB im gerafften Filmlaufbild bietet, la@t sich in 
der Tat mit nichts besser als der Bewegung Brownscher Teilchen vergleichen. 
Sie erfiillen mit gleichmaéfigem Gewimmel den ganzen Zellraum, die Vor- 
kerne ausgeschlossen, die erst nach Zentrifugieren gut sichtbar werden. 

Die Beschreibung bezieht sich auch hier wieder stets auf das geraffte 
Filmlaufbild, worauf, um Irrtiimer zu vermeiden, nochmals nachdriicklich 
hingewiesen sei. 

Es lassen sich keinerlei Strémungen oder gerichtete Bewegungen mehre- 
rer Granula gleichzeitig erkennen, ganz im Gegenteil, je 6fter man das ge- 
raffte Filmlaufbild betrachtet, um so mehr entsteht der Eindruck vélliger 
Unregelmifigkeit. 

Die Intensitat der GB la@t mit Ausnahme der Kern- oder Spindelraume 
keine regionalen Unterschiede erkennen. Bis unmittelbar an die Zell- 
membran fiihren die Granula ihre Bewegung aus, und soweit dies wegen 
der unvermeidbaren Unschirfe des Zentrums zu beurteilen ist, auch unmittel- 
bar bis an die Grenzen der Vorkerne. Die Vorkerne selbst erscheinen im 
Leben als glasige Kugeln, die keinerlei Strukturen oder Einschliisse und so 
auch keine Bewegung in ihrem Innern erkennen lassen. Ist eine Polstrahlung 
ausgebildet, so sind bestenfalls die Granula in ihrer unmittelbaren Nahe in 
der Bewegung’ gehemmt; die Masse der weiter peripher gelegenen Granula 
bleibt, soweit sich dies dem Laufbild entnehmen aft, davon ganzlich un- 


behelligt. 
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Die Polstrahlung ist hier im Leben weniger gut erkennbar als bei ande- 
ren Eiern, z. B. dem Seeigel-Ei, bei dem sie nach Kuh] im Leben als eine 
mehr oder weniger starre, nahezu lineare Anordnung von Granula definiert 
wird. Unter Zeitraffung lassen die derart angeordneten Granula die typische 
GB vermissen und treten deshalb im gerafften Filmlaufbild noch deutlicher 
als bei unmittelbarer Betrachtung aus ihrer unregelmaltig bewegten Um- 
gebung hervor. 

Diese Beobachtung |aft sich auch auf die Verhiltnisse im Parascaris-Ei 
iibertragen, allerdings mit der Einschrankung, dafi die Polstrahlung hier 
weit weniger deutlich in Erscheinung tritt. Der auf die Bewegung der Gra- 
pula hemmend wirkende Einfluf® der Strahlung erstreckt sich nicht bis zur 
Zellmembran, so daf die Granula einer kugelschalenférmigen peripheren 
Protoplasmazone von dieser Wirkung deutlich unbeeinfluft bleiben. 





Abb. 5. Glitschbewegung. Die in kurzen Zeitabstinden hintereinander beobachteten 
Wege zweier Granula sind in die Vergréferung eines Film-Teilbildes eingetragen. 


3. Glitschbewegung 


Gelegentlich lassen sich einzelne Granula beobachten, die, nachdem sie 
geraume Zeit ihre iiblichen verschlungenen Bahnen beschrieben haben, plétz- 
lich, pfeilschnell wie es im Laufbild aussieht, geradlinig durch die Masse der 
anderen wimmelnden Granula hindurchschiefen, um dann ebenso plotzlich 
wieder mehr oder weniger auf der Stelle tanzend ihre typische Bewegungs- 
weise zu zeigen. 

Die bei derart plétzlichen, weitraumigen Bewegungen beschriebenen 
Wege kénnen bis zu 20 u lang sein und brauchen durchaus nicht vollkommen 
geradlinig zu verlaufen. Sie kénnen Kriimmungen nach verschiedenen Seiten 
aufweisen und sind, im ganzen gesehen, verhialtnismaftig haufig zu beob- 
achten. Besonders, wenn man den Film auch einmal riick warts laufen laBi, 
entdeckt man meist neue derartige auffallende Bewegungen, die beim Vor- 
wirislauf der Beobachtung entgangen waren. In Abb. 5 sind die eben be- 
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schriebenen Wege von zwei Granula, die kurz hintereinander beobachtet 
wurden, in die Vergréferung eines Film-Teilbildes eingetragen. 

Eine ahnliche Erscheinung ist schon lange bei der BMB bekannt, wo bis- 
weilen ein Teilchen ruckartig einen ungewoéhnlich grofen Weg in gerader 
Linie zuriicklegt. Sie wird meist als ,,Glitschbewegung“ bezeichnet, eine Be- 
nennung, die aus weiter unten dargelegten Griinden auch fiir die formal 
gleichen Bewegungserscheinungen der hier vorliegenden GB angewandt 
wird. 

Gerade im Anschluf an diesen Vergleich sei nochmals auf den prinzipiel- 
len Unterschied der Bewegungsgeschwindigkeit der Granula bzw. Teilchen 
bei GB oder BMB hingewiesen. Ein Brownsches Teilchen fiihrt seine Be- 
wegungen so schnell aus, daff man seine zitternden Bahnen bei subjektiver 
Betrachtung im Mikroskop kaum mit dem Auge verfolgen kann. Dagegen 
lassen die Granula im Spulwurmei bei subjektiver Betrachtung iiberhaupt 
keine Bewegung erkennen. 


4. Beobachtungen an zentrifugierten Eiern 


Weitere Ergebnisse lieferte die Beobachtung der Granula in zentrifugier- 
ten Eiern. Dabei werden die groften, spezifisch leichtesten Dottergranula 
als ,,Ball“ dicht beiein- 
anderliegend aus dem 
Ooplasma __herausge- 
drangt. In dieser dich- 
ten Lagerung lassen 
sie keinerlei Bewegung 
erkennen. Erst nach 
dem Zentrifugieren, 
wenn sie sich wieder 
langsam in der Eizelle 
verteilen, beginnen zu- 
nachst die Granula der 
aufgelockerten Rand- 
zone mit ihren typi- 
schen tanzenden Be- 
wegungen, die dann 
schlieRlich mit zuneh- 
mender Auflockerung 
der Granulamasse auch 
auf die iibrigen iiber- 





i Abb. 6. Zentrifugiertes Ei. Oben zentripetaler Pol mit 
greifen. der als ,,Ball ausgestoBenen spezifisch leichtesten Schicht 
Dieses Einziehen des der Dottergranula. Darunter die Sphaerulae; anschlie- 
Granulaballes scheint fend eine einschluflose Schicht, in der die Vorkerne 
zunachstelastischdurch _ liegen. Als letztes am zentrifugalen Pol die kleinen Gra- 
die Eimembran zu ge- nula, die BMB ausfiihren. 
schehen, bis die Kugel- ’ 
gestalt erreicht ist. Es kann auch bei geschadigten Zellen erfolgen, von 
Protoplasma, Bd. XLI/1. 3 
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denen nach dem Zentrifugieren lediglich die Kugelgestalt angenommen wird, 
ohne daf sich die Granula wieder verteilen. Als Ausdruck des Dehnens der 
Eimembran durch den austretenden Ball lassen sich auch deutliche Langs- 
falten der Eimembran an dem schmalen Verbindungsteil zwischen Ball und 
Eizelle beobachten, die mit dem Einziehen des Balles wieder verstreichen. 
Ferner wird die Eimembran an dieser Stelle in ihrer Struktur gestért, Be- 
sonders nach langerem Zentrifugieren treten an dieser Stelle nach dem 
voélligen Einziehen des Balles bruchsackartige Protuberanzen auf, die schnell, 
fast subjektiv beobachtbar hervortreten. Sie werden wiederholt eingezogen 
und wieder ausgestofen, was in einem Falle bis zum vélligen Abklingen 
eine Stunde lang zu beobachten war. 

Die GB in den an diesen Bildungen nicht beteiligten Protoplasmamassen 
lie& keine Besonderheiten erkennen. Die Eigenbewegung der Granula in 
den Protuberanzen selbst und ihrer unmittelbaren Nahe war von den hier 
herrschenden Strémungen iiberlagert und daher nicht erkennbar. 

Bei der weiteren Verteilung der in Schichten angeordneten Zelleinschliisse 
diirfte die BMB die bedeutendste Rolle spielen. 

Die auf die Dottergranula folgende nachst schwerere Schicht der .,Sphae- 
rulae“ zeigt eine u. U. wechselnde Ausdehnung. Es handelt sich dabei offen- 
bar um Vakuolen, die bisweilen das ganze Protoplasma durchsetzen kénnen, 
was wohl als der Ausdruck einer Schadigung aufzufassen ist. Ihre Lagerung 
kann dabei so dicht werden, daf sich die einzelnen Vakuolenwande be- 
riihren, man also von einer Spumoidstruktur sprechen muf. In diesen 
Sphaerulae sind kleine Kérnchen von etwa 0,1—0,3 u» Durchmesser zu be- 
obachten, die BMB zeigen. Im unbehandelten, nicht zentrifugierten Praparat 
heben sich die Sphaerulae nicht besonders deutlich gegen ihre Umgebung ab, 
so dafi sich ihre Begrenzung meist nur aus der hier im Querschnitt kreis- 
férmigen Anordnung der Granula des Protoplasmas ersehen laft. 

Auf die Sphaerulae folgt eine einschluBlose Schicht, in der die Vorkerne 
zu finden sind. 

Eine dichte Masse heftig in BMB wimmelnder Granula von etwa 0,1 bis 
0,3 « Durchmesser stellt die letzte und schwerste Schicht dar. Diese hier so 
auffallige, schon von den ersten Untersuchern (Hogue 1910) erwahnte BMB 
ist um so iiberraschender, als man in der nicht zentrifugierten Zelle auch bei 
starkster VergréRerung davon meist nichts bemerkt. 

Mit starkster Vergréferung und am besten binokularer Beobachtung sind 
jedoch auch in der nicht zentrifugierten Zelle, wo die verschiedenen Ein- 
schliisse gleichmafig durchmischt liegen, solche kleine Granula in BMB zu 
beobachten. Sie fiihren dabei ihre Bewegungen in den Liicken zwischen den 
iibrigen Einschliissen aus, und ihre Bahnen diirften dadurch erheblich be- 
einfluft sein. Es wird deshalb, und weil es auch nicht einfach ist, an der le- 
benden Zelle sicher zu entscheiden, ob die BMB im Protoplasma oder in einer 
Vakuole ausgefiihrt wird, schwer sein, mit ihr eine Viskositatsbestimmung 
des Protoplasmas vorzunehmen. Am ehesten wird dies, unter entsprechen- 
den Einschrankungen, an der zentrifugierten Zelle mit einer derartigen Me- 
thode (Fiirth, Pekarek, Kat6) méglich sein. 

Die Wirkung des Zentrifugierens auf die Viskositat wird meist als gering 
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bezeichnet und hat auch, wenn dies nicht in extremer Form geschieht, keinen 
faRbaren Einflu& auf die Intensitét der GB, wie aus den Mefergebnissen auf 
Seite 50 hervorgeht. In einem Fall jedoch hatte nur kurzes Zentrifugieren 
mit der oben beschriebenen Ultrazentrifuge eine sehr tiefgreifende Wirkung. 
Material, das auf irgendeine unbekannte Weise geschadigt war und zuniachst 
keine Besonderheiten erkennen lief, war nach dem Zentrifugieren nicht ge- 
schichtet und das ganze Protoplasma der Eier in der oben beschriebenen 
Weise als Spumoid ausgebildet. Ob man hier von einem ,,Emulsionsum- 
schlag* (Liesegang 1912) als Folge der durch das Zentrifugieren begonne- 
nen Entmischung sprechen kann oder im Sinne v. Méllendorffs (1937) 
hierin einen Ausdruck des von ihm angenommenen Viskoregulationsverm6- 
gens der Zelle gegen die Viskositat verschiebende Einfliisse annehmen will: 
die Viskositat des Gesamtprotoplasmas hat durch diese Spumoidbildung eine 
erhebliche Anderung erfahren. 

BMB fiihren ferner, nicht immer deutlich, kleine Einschliisse des zweiten 
Richtungsk6rpers aus. 


5. Beobachtungen an gepreften Eiern 


Mechanisches Pressen der Eier hat zunachst, auch wenn die Zelle schon 
deutlich breiter und abgeflachter ist, keinen merklichen Einflu® auf die GB. 
Da hierdurch der Zellinhalt in toto mehr in eine Ebene gebracht wird, erhalt 
man sehr scharfe Bilder, die auch die sonst infolge der Kugelgestalt der Ei- 
zelle unscharfe Mittelpartie nicht aufweisen. Klar tritt an solchen Auf- 
nahmen die véllige Unregelmafigkeit der GB im ganzen zu iiberblickenden 
Eiraum in Erscheinung. Auch der Eindruck des partiellen Hin- und Her- 
riickens ganzer Eibezirke fehlt hier, der bei nicht gepreftten Zellen bisweilen 
entstehen kann. 

Eine ahnliche Beobachtung wird von Untersuchern der BMB beschrieben, 
und zwar tritt hier der Eindruck des partiellen Hin- und Herriickens dann 
in Erscheinung, wenn die Lagerung der Brownschen Teilchen eine gewisse 
Dichte iiberschreitet (Pekarek 1932). Es liegt nahe, diesen Eindruck hier 
wie auch bei der GB als Sinnestaéuschung anzusprechen und kein reales 
partielles Hin- und Herriicken des Protoplasmas anzunehmen. Der Ein- 
druck wird dann entstehen, wenn mehrere Teilchen eines kleinen Bezirks 
rein zufallig die gleiche oder etwa gleiche Bewegungsrichtung aufweisen. 
Ferner wird ein gewisses temporares Aneinanderhaften und ein damit ver- 
bundenes mehr oder weniger synchrones Bewegen der Granula ebenfalls 
einen solchen Eindruck hervorrufen kénnen. Wenn man nur einen sehr 
kleinen Ausschnitt einer Zelle intensiv beobachtet, lat sich ein solches Ver- 
halten bisweilen gut verfolgen. Zwei bis dahin véllig unabhangig von- 
einander tanzende Granula nahern sich z. B. langsam, fiihren dann ihre 
Bewegungen dicht nebeneinanderliegend mehr oder weniger synchron aus 
und trennen sich schlieflich wieder und tauchen dann langsam, jedes nach 
einer anderen Richtung, im Gewimmel der iibrigen unter. Diese Darstellung 
bezieht sich allein auf das Filmlaufbild, und es soll mit ihr nichts iiber die 
Ursache der Bewegung ausgesagt sein. 


3* 
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Noch stirkeres Pressen der Eier bis an die Grenze der Haltbarkeit der 
Schale hat, besonders wenn dies mehrmals hintereinander mit Pausen ge- 
schieht, ein Verschwinden der Zellmembran zur Folge, so daft sich der Zell- 
inhalt mit dem etwa gleich grofen Inhalt des perivitellinen Raumes mischt. 
Danach ist also der ganze Schalenraum homogen von diesem Mischungs- 
produkt ausgefiillt. Diese mechanische Schadigung ist, obwohl die aiufere 
Fischale nicht geplatzt und intakt geblieben ist, als eine irreversible anzu- 
sehen, und das Auftreten dieser Symptome diirfte als das Eintreten des 
Zelltodes aufzufassen sein. Ein ahnlicher Effekt ist auflerdem durch sehr 
starkes und langes Zentrifugieren zu erzielen. 

Die Bewegung der Granula dauert wahrend dieser Vorgainge unvermin- 
dert an und wird besonders an den randlichen Zonen bald so schnell, da 
man sie subjektiv als BMB beobachten kann. Hier treten die Granula zuerst 
in die perivitelline Fliissigkeit tiber, und aus der Tatsache, daf sie hier sofort 
eine deutliche BMB erkennen lassen, ist auf eine verhaltnismafig niedrige 
Viskositat der perivitellinen Fliissigkeit zu schliefen. Je weiter dann die 
Vermischung von Protoplasma und perivitelliner Fliissigkeit neben anderen 
Verianderungen fortschreitet, um so gréBer wird die Zahl der Granula, die 
eine BMB ausfiihren. 

Anders verhalten sich die Granula in einem Ei, das mit der im vorstehen- 
den beschriebenen ,,PreBtauchkappe” mit einem Ruck bis zum Platzen seiner 
Schale zusammengedriickt wird. Der Eiinhalt tritt dabei je nach der Heftig- 
keit des ausgeiibten Druckes ganz oder teilweise aus dem klaffenden Rif 
der Eischale aus. Beobachtet man diesen Vorgang unter Zeitraffung, so sieht 
man, besonders wenn nur sehr wenig Protoplasma aus dem Rif in das um- 
gebende Medium, hier Wasser, ausgetreten ist, schlagartig jede Bewegung in 
dem im Schaleninneren verbliebenen Protoplasmarest aufhéren. 

Diese Erscheinung des ruckartigen Aufhérens der GB im gesamten Proto- 
plasma bei u. U. nur auf einen sehr kleinen Protoplasma-Bezirk einwirken- 
dem mechanischem Insult (Anstechen mit einer spitzen Nadel etc.) ist schon 
friiher von Kuhl besonders an Nematoden-Eiern der Gattung Rhabditis 
beobachtet worden und als Ausdruck einer plétzlichen Protoplasma-Koagu- 
lation aufzufassen. In anderen Fallen dagegen, z. B. bei Amében, tritt nach 
Eingriffen mit Mikronadeln eine Verfliissigung des Protoplasmas ein 
(Chambers 1922), was auch fiir einige pflanzliche Protoplasten zu gelten 
scheint (K at6 1933). 


6. Beobachtungen an Eiern bei verschiedenen Temperaturen 


Ein verhaltnismafig schnelles Aufhéren der GB war noch besser bei Ver- 
suchen zu beobachten, bei denen die Temperatur kontinuierlich bis auf etwa 
80°C erhéht wurde. Dabei nimmt die Bewegungsintensitit nicht einwand- 
frei erkennbar bis zu einem Maximum zu, um dann ziemlich plétzlich 
ganzlich aufzuhéren, Derart erhitzte Eier verindern ihr morphologisches 
Aussehen so wenig, dafi sie wiederholt noch langere Zeit aufgenommen 
wurden in der Annahme, sie seien noch nicht irreversibel geschadigt. Das 
geraffte Filmlaufbild lie® dann erkennen, wie der Zelltod, mit dem das 
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plétzliche Aufhéren der GB nach Adlterer Auffassung gleichgesetzt wird, 
schon viel friiher eingetreten war. 

Das Absterben durch Temperaturerhéhung wurde auch an zentrifugier- 
ten Eiern untersucht, um das Verhalten der verschiedenen Zelleinschliisse, 
hier in Schichten geordnet, besser beobachten zu kénnen. Die zentrifugierten 
Kier kamen dazu auf den vorher abgekiihlten Temperiertisch, der, nachdem 
die Eier etwa % Stunde bei 20° aufgenommen worden waren, plétzlich mit 
90° heiffem Wasser durchstrémt wurde. Eine langsame Temperaturerhéhung 
verbietet sich hier, weil durch die Auflésung der einzelnen Schichten bis zum 
Eintritt des Zelltodes sonst der Zweck des Versuches nicht erreicht werden 
kénnte. 

Die GB der Dottergranula sowie die BMB der kleinen Granula des zentri- 
fugalen Poles héren bei plétzlicher Temperaturerhéhung gleichzeitig auf. 
Die Grenze gerade dieser letztgenannten Schicht hebt sich deutlich gegen 
die nachst leichtere Schicht ab, und die ganze Schichtung wird durch die 


Koagulation des Protoplasmas fixiert. 


7. Beobachtungen an Eiern unter Luftabschluf 


Eier, die sich in einem ganzseitig mit Paraffin umrandeten Deckglasprapa- 
rat befinden, teilen sich nicht und beharren unverandert auf dem jeweiligen 
Entwicklungsstadium. Unter Zeitraffung (80fache Raffung) zeigten die 
Granula solcher Eier eine sehr stark herabgesetzte Bewegungsintensitit. 
Offnet man ein solches Praparat und setzt frisches, sauerstoffhaltiges Wasser 
hinzu, so erreicht die Bewegungsintensitaét der Granula schon nach 1 bis 
2 Stunden ihr gewohntes Mak. 


8. Beobachtungen an Eiern wahrend der Vorkernvereinigung 
bis zur ersten Teilung 


Schwankungen der Intensitat der GB wahrend der Vorkernvereinigung 
und nachfolgenden ersten Teilung lieBen sich an Hand des gerafften Film- 
laufbildes nicht nachweisen. Solche Anderungen der Bewegungsintensitat im 
normalen Entwicklungsgeschehen sind jedoch fiir andere Formen, wie bereits 
eingangs erwahnt, von K uh] (1941 c) beschrieben. Eine solche kurze Intensi- 
taitszunahme kurz vor einer Teilung, wie sie im Ei von Pomatoceros triqueter 
besonders gut zu beobachten ist, kann méglicherweise auch im Ei von 
Parascaris vorkommen. Nimmt man an, da® sich die Granula nur wahrend 
einer Zeit von 5 Minuten merklich schneller bewegen, so wiirde dieser Vorgang 
bei 80facher Geschwindigkeit in der 80fach kiirzeren Zeit von 4 Sekunden 
ablaufen. Es besteht dabei die Méglichkeit, da er wie andere, nur kurz 
dauernde Vorgange bei der Betrachtung des Filmlaufbildes einfach der Be- 
obachtung entgeht. 


9. Bemerkungen zur Geschwindigkeitsbestimmung geraffter 
Bewegungsvorgange 


Im allgemeinen besitzen die auf einfache Betrachtung des Filmlaufbildes 
gestiitzten Geschwindigkeitsangaben von Bewegungsabliufen nur be- 
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schrinkten Wert. So trat z. B. in Versuchen, bei denen die Temperatur des 
Praparates wihrend eines Zeitraumes von 1—2 Stunden laufend bis zum 
Tod der Zelle erhéht wurde, eine Zunahme der Bewegungsgeschwindigkeit 
der Granula nicht augenfallig in Erscheinung. Ein weiterer Versuch be- 
statigte dann die Unzuverliassigkeit derart subjektiv gewonnener Angaben. 

Es wurde dazu ein abgestorbenes Ei, dessen Granula subjektiv erkenn- 
bar BMB ausfiihrten, mit der hier stets angewandten 80fachen Geschwindig- 
keit aufgenommen. Diese geraffte BMB unterschied sich dabei so wenig von 
der erst durch die Zeitraffung zutage tretenden GB, daf ein unbefangener 
Beobachter bei einer ersten Vorfiihrung kaum einen Unterschied wahrneh- 
men diirfte. Die Bahnen der Granula sind hier etwas eckiger, aber keines- 
falls ist aus dem Vergleich der beschleunigten GB und BMB auf deren tat- 
stichliche Geschwindigkeitsunterschiede zu schliefen. 

Auf die Bedeutung der hier haufig angestellten Vergleiche und Parallelen 
zwischen GB und BMB soll erst weiter unten eingegangen werden. 

Im besonderen gilt fiir vergleichende Geschwindigkeitsangaben, dal 
Anderungen eines Bewegungsvorganges nur dann zuverlassig wahrgenom- 
men werden, wenn dieser dabei mindestens einmal mit einer fiir unser 
Bewegungssehen optimalen oder wenigstens giinstigen Geschwindigkeit ab- 
lauft. Man kénnte hier in Analogie zu dem in der Optik verwendeten 
Begriff des ,,férderlichhen Abbildungsmafstabes“ auch von einer ,,férder- 
lichen Geschwindigkeit™ sprechen, worunter dann die Geschwindigkeit eines 
Bewegungsvorganges zu verstehen wire, die die geringste Anderung ihrer 
selbst noch wahrnehmen Jaft, oder, anders ausgedriickt, bei der das 
menschliche Bewegungssehen die gréfte Unterschiedsempfindlichkeit besitzt. 

Fiir die Praxis, z. B. die Untersuchung der GB, wiirde dies bedeuten, daft 
man den zu priifenden Vorgang zunachst von normaler Geschwindigkeit 
bis zur starksten praktisch erforderlichen Raffung aufnehmen miiffte, am 
besten bei kontinuierlich zunehmender Geschwindigkeit. Das Laufbild lieBe 
dann zunachst gar keine Bewegung erkennen, die sich dann iiber eine eben 
wahrnehmbare Stufe bis zu einem nicht mehr verfolgbaren Gewimmel 
steigern wiirde. Die dazwischen liegende, fiir die Beobachtung giinstige Ge- 
schwindigkeit liefert dann, so getestet, die fiir die weitere Untersuchung 
makgebende Raffung. 

Dieser Versuch setzt die Méglichkeit der kontinuierlichen Steigerung oder 
Senkung der Aufnahmefrequenz voraus, was technisch einige Schwierig- 
keiten bereitet und deshalb praktisch im vorliegenden Falle noch nicht durch- 
gefiihrt wurde. 

Ferner ist noch zu erwahnen, daft selbstverstandlich streng genommen 
bei der Beschreibung derartiger Versuchsbedingungen die Angabe der opti- 
malen Raffung allein nicht geniigt, um den Versuch einwandfrei repro- 
duzieren zu kénnen. Gerade im mikroskopischen Bereich ist es unbedingt 
nétig, den benutzten Abbildungsmafistab (bezogen auf das vorgefiihrte 
Laufbild an der Leinwand) mit anzugeben. Mit dem Abbildungsmafstab 
aindert sich ja auch scheinbar die Geschwindigkeit eines Vorganges. Am 
Beispiel der GB wiirde dies heiffen, daft bei verschiedenen Abbildungsmal- 
staben trotz gleichbleibender Raffung von einem Granulum verschieden 
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lange Wege in gleichen Zeitabstinden auf der Leinwand zuriickgelegt 
werden. ; 

Soweit die Beschreibung der Versuche und ihrer Ergebnisse, soweit sich 
diese aus der subjektiven Betrachtung des gerafften Filmlaufbildes eni- 
nehmen lassen. 


10. Ergianzende Darstellung weiterer cyto-dynamischer 
Vorgange 


Aus der vorhergehenden Darstellung der GB geht noch nicht mit der 
nétigen Klarheit hervor, welche anderen dynamischen Vorginge der Zelle 
auferdem zu beachten sind und wie sich die GB von diesen unterscheidet. 
Diese Bewegungsvorginge sind zum Teil auf prinzipiell verschiedene Ur- 
sachen zuriickzufiihren und laufen aufterdem mit sehr verschiedenen, meist 
der subjektiven Betrachtung nicht unmittelbar zugangigen Geschwindigkeiten 
ab. Die wichtigsten seien deshalb kurz zusammengestellt, weil das Wesen 


der GB dadurch noch deutlicher hervortritt. 

1. So ist als erstes bei subjektiver, am besten binokularer Beobachtung 
mit starker, mindestenes 1000facher VergréRerung ein sehr schnelles Hin- 
und Herriicken der Eizelle im perivitellinen Raum zu beobachten. Es erfolgt 
so schnell und die Drehungen sind von so geringem Ausmal, dafi man ver- 
sucht ist, es als ein Vibrieren zu bezeichnen. Diese Bewegung wurde zu- 
nachst iibersehen, tritt jedoch im gerafften Filmlaufbild verstarkt und schon 
bei mittlerer 500facher Vergréferung erkennbar deutlich in Erscheinung. Sie 
diirfte durch die StéRe der in Warmebewegung befindlichen Molekiile der 
perivitellinen Fliissigkeit verursacht, also BMB sein. Andere Faktoren, wie 
z. B. lokale Anderung der Oberflachenspannung, kommen als Ursache fiir 
solche Drehungen ebenfalls in Frage. Diese Drehungen kénnen um jede 
beliebige Achse stattfinden, fehlen vermutlich auch bei anderen, ahnlich ge- 
bauten Eiern nicht und haben die exakte Messung der GB auferordentlich 
erschwert. 

2. Bewegungen der Vorkerne, Spindel, Kernmembran, Synkaryon, Nu- 
kleolen etc., deren Ursachen weitgehend unbekannt sind. Sie sind nur durch 
die Zeitraffung darzustellen, und es ist verstandlich, daf sie die Granula 
passiv verlagern kénnen. 

3. In dieser Wirkung sehr ausgepriagt sind solche Strémungen des Proto- 
plasmas, die auf lokale Anderung der Oberflachenspannung etc. zuriickzu- 
fiihren sind und die starksten Verlagerungen der Granula verursachen 
konnen. Als Beispiel mége der oben beschriebene Fall eines sehr stark 
zentrifugierten Eies mit anschlieffender Protuberanzenbildung gelten. 

4. Im Anschluf hieran sind die durch den Vorgang der Furchung her- 
vorgerufenen Bewegungen zu nennen, die auferdem ganze Drehungen des 
Keimes zur Folge haben kénnen (z. B. Psammechinus miliaris. K uh] 1949 a). 

5. Die ,,Massenausgleichsbewegung* (Kuhl 1949 a), die wahrend einer 
Teilung als ein Hin- und HerflieBen des Protoplasmas in der letzten Ver- 
bindungsbriicke vor dem gianzlichen Durchschneiden einer Teilungsfurche 
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in Erscheinung tritt. Sie ist erstmalig fiir das Seeigel-Ei beschricben und lief 
sich am Parascaris-Ei nicht nachweisen. 

6. Die verschiedensten Eibewegungen und Kontraktionserscheinungen bei 
Teleostier-Eiern, den Eiern von Ascidien (Vandebroek 1937), amdboide 
Beweglichkeit des Eies oder der Richtungskérper (z. B. bei der Maus. Kuhl 
1941 a) und viele andere Bewegungstypen mehr. 

7. BMB von Zelleinschliissen. 

8. Die nur unter Zeitraffung sichtbare GB. 


Diese Aufzihlung mag geniigen, da in dem hier vorliegenden Falle nur 
ein bestimmter Eizellentyp Gegenstand der Untersuchung ist. Sie lieRe sich 
selbstverstindlich, besonders wenn nicht nur Eizellen Beriicksichtigung fin- 
den, noch erheblich erweitern. 


Es erhellt aber aus dieser Darlegung, daf die Granula durch eine Viel- 
zahl ursichlich verschiedener Bewegungsvorgange verlagert werden kénnen 
oder umgekehrt als Indikatoren fiir die verschiedensten Bewegungsvorgange 
in Anspruch zu nehmen sind. Keinesfalls geniigt, besonders bei den lang- 
samen, fiir unser Zeitmoment nicht wahrnehmbaren Verlagerungen, der 
Weg oder die Geschwindigkeit nur eines oder weniger Granula, um daraus 
kurzerhand auf irgendeinen dieser Bewegungstypen sicher schliefen zu 
kénnen. 


1V. Messung der Bewegungsgeschwindigkeit der Granula 


Wichtigstes Ziel der naheren Untersuchung einer bis dahin nur oberflach- 
lich bekannten und kurz beschriebenen Erscheinung in der Biologie diirfte 
es sein, zuniachst eine Methode zu ermitteln, die den Vorgang irgendwie 
vergleichbar messend zu erfassen gestattet, und ferner die Angabe irgend- 
eines physikalischen Grundvorganges, der als seine Ursache wahrscheinlich 
gemacht werden kann. Es wurde deshalb erstens ein exaktes Maf fiir die 
Intensitat der GB und zweitens eine physikalische Erscheinung als die Ur- 
sache der GB zu ermitteln versucht. 

Zur Ermitilung der mittleren Geschwindigkeit der Granula als 
einem Ma®B fiir ihre Bewegungsintensitat war es nétig, den von einer 
Anzahl Granula in einer bestimmten Zeiteinheit zuriickgelegten Weg messen 
zu kénnen. 

Dies wurde zunichst, da subjektive Methoden, wie bereits geschildert, 
versagen, nach der Filmaufnahme mit dem Film-Auswertapparat versucht. 
Das Filmbild wird hierzu am besten im durchfallenden Licht auf Transpa- 
rentpapier projiziert und die Kontur des zu beobachtenden Gegenstandes auf 
dem Papier mit Bleistift umfahren. Alsdann wird das niachste, um einen 
bestimmten Zeitbetrag spater aufgenommene Filmbild auf das gleiche Papier 
projiziert, wiederum die Kontur vermerkt und so fort (Verfahren der Teil- 
bildanalyse, Kuh] 1949b). Im giinstigen Fall liegen die Konturen dann wie 
die Perlen einer Kette hintereinander und ergeben so den Wanderweg einer 
Zelle, eines Kernes oder eines anderen sich bewegenden Kérpers. Diese 
Methode lief sida zur Ermittlung des Granulaweges leider nicht verwenden. 

Selbst die beste, sorgfaltig ausgewahlte mikroskopische Optik liefert 
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keine so scharfen Bilder der Granula, wie sie fiir eine derartige Ausweri- 
technik unbedingt nétig sind. Die Granula erscheinen lediglich als helle und 
dunkle Flecke und machen es bei normal dichter Lagerung kaum méglich, 
in diesem Mosaik von Hell und Dunkel ein Granulum abzugrenzen, ge- 
schweige denn es auf dem niachsten Bild wiederzuerkennen. 

Man kann sich ja hier nicht, wie bei subjektiver Beobachtung im Mikro- 
skop, durch Fokusieren ein raéumliches Bild zu verschaffen suchen, sondern 
hat als Teilbild nur eine einzige Ebene scharf abgebildet zur Verfiigung. 
Keinesfalls geniigt die Scharfe der Bilder, um alle Granula, die in einer 
Ebene des Bildfeldes liegen, als solche zu identifizieren und eventuell zu 
verfolgen. Das Laufbild laft dies zunachst viel leichter erscheinen, weil durch 
die Bewegung eine gewisse Raumlichkeit des Bildes gegeben ist, die die Ver- 
folgung eines Granulums im Laufbild sogar iiber langere Zeitraume spielend 
gestattet. 

Erst nachdem einzelne, aufeinanderfolgende Bilder des Films durch Pro- 
jektion auf Papier zum Format 13 X 18cm vergréfert wurden und nunmehr 
mehrere Bilder aus einer Minute Beobachtungsdauer nebeneinander zum 
leichten Vergleich vorlagen, gelang es, etwa 10 Granula ohne sonderliche 
Miihe auch wihrend einer Zeitdauer von zwei oder drei Minuten (bezogen 
auf die tatsachliche Bewegungsdauer) zu verfolgen. 

Die beobachteten Granula sowie drei charakteristische Unebenheiten der 
festliegenden Eischale als Bezugspunkte wurden darauf durch einen feinen 
Nadelstich durch ihr Zentrum in das Papier gekennzeichnet. Auf eine von 
unten beleuchtete Mattscheibe gelegt, JieRen sich so die hell durchscheinen- 
den Markierungspunkte von einem Phasenbild auf dariibergelegtes Trans- 
parentpapier iibertragen. Die richtige Orientierung war insofern gewahr- 
leistet, als lediglich die Bezugspunkte der Eischale zur Deckung gebracht 
werden muften. Verbindet man schlieflich auf dem Transparentpapier die 
Lagepunkte eines Granulums nach jeweils gleichen aufeinanderfolgenden 
Zeitabstanden, so ist das Ergebnis ein unregelmafig zickzackformiger Weg, 
ahnlich demjenigen, den man bei ahnlichen Versuchen bei der Bestimmung 
des Weges eines Brownschen Teilchens erhalt. 

Allerdings laBt sich diese Methode nur anwenden, wenn die Eizelle in 
der perivitellinen Fliissigkeit ruhig liegt und gegeniiber der Eischale keiner- 
lei Verschiebungen aufweist. Andernfalls erhalt man den Eigenweg eines 
Granulums plus seinem durch die Eibewegung verursachten Verschiebungs- 
weg gegeniiber den Bezugspunkten der Schale. 

Wie das Laufbild eindeutig zeigt, fiihrt aber jedes normale in der peri- 
vitellinen Fliissigkeit schwebende Ei solche Drehbewegungen (vgl. S. 39) aus, 
wodurch diese Methode also fiir das ganzlich unbeeinflu®te Ei nicht an- 
gewandt werden kann. 

Nur an einem stark gepreftten Ei wurde von dieser Methode Gebrauch 
gemacht, da hier die Eizelle erheblich abgeflacht véllig ruhig lag, wie sich an 
Hand des Laufbildes kontrollieren lie®. Die gleichzeitig durch das Pressen 
mehr in eine Ebene gebrachte Verteilung der Granula lieferte aufterdem 
besonders scharfe Aufnahmen. Die Lagepunkte von 50 Granula liefen sich 
so von Minute zu Minute an Hand von Papiervergréferungen 4 Minuten 
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lang markieren, woraus sich eine ,,mittlere horizontale Verschiebung“ (Ein- 
stein 1922, Smoluchowski 1923, zit. nach Pekarek 1930) der Granula 
von etwa 0,54, also etwa um die Hilfte ihres Durchmessers, pro Minute 
bestimmen lief. 

Gleichzeitig lieft sich, nachdem die je fiinf Lagepunkie eines Granulums 
durch gerade Linien verbunden waren, dieser Darstellung entnehmen, daft 
nahe beieinanderliegende Granula eine gleiche Bewegungsrichtung bevor- 
zugen, mit anderen Worten Anziehungskrafte zwischen solchen Granula 
wirksam zu sein scheinen. Die sorgfaltige Beobachtung des Laufbildes be- 
statigte diesen Befund. Solchen nahe beieinander liegenden Granula, die 
wiahrend des Zusammenliegens eine mehr oder weniger gemeinsame Be- 
wegungsweise aufweisen, stehen vdéllig isolierte, sich allein bewegende 
Granula gegeniiber. 

Es bestand nun die Méglichkeit, von der ,mittleren horizontalen 
Verschiebung~ der Granula als einem Maf fiir ihre Bewegungs- 
intensitat weiterhin Gebrauch zu machen. Zu jeder Messung miifte dann 
die Ruhiglage der Eizelle im perivitellinen Raum durch ein kraftiges Pressen 
des Eies erzwungen werden. 

Diese Methode wurde jedoch nicht benuizt. Das Pressen stellt naimlich 
neben der komplizierteren Arbeitstechnik einen Ejingriff dar, der, besonders 
wenn zu wiederholten Messungen auch mehrmals ausgeiibt, die Zelle auf die 
Dauer schadigen diirfte. Aus diesem Grund sind an einem sich normal ent- 
wickelnden Ei mehrere Messungen kaum méglich, abgesehen von empfind- 
lichen Eiern oder Zellen, bei denen die Methode iiberhaupt nicht anwendbar 
ist. Besonders eine vergleichende Betrachtung der GB an verschiedenen Ob- 
jekten wiirde durch alle diese Einschrankungen nicht unerheblich erschwert. 
Am ehesten liefe sich mit der angegebenen Methode noch an Eiern arbeiten, 
die auf Grund ihres nicht kugeligen Baues keines kiinstlichen Ruhiglegens 
durch Pressen bediirfen. 

Aus diesen Griinden wurde eine andere Mefimethode versucht, die trotz 
bestehender Drehbewegungen des Eies ein brauchbares Maf fiir die Inten- 
sitit der GB zu ermitteln gestattet. Dieses Maf wird im folgenden als 
»Relatives Verschiebungsmittel” (RVM) bezeichnet und gibt an, 
um welchen Betrag die Granula in einer Zeiteinheit im Mittel ihre Lage 
zueinander, auf eine Ebene projiziert, andern. 

Zu seiner Ermittlung wird lediglich die Anfangslage einer méglichst 
grofen Anzahl von Granula, also zur Zeit 0, benétigt, und ferner ihre End- 
lage nach der Zeit 1. Man mifit nun, um welchen Betrag sich der Abstand 
zwischen dem Granulum 1 und dem Granulum 2 in der Zeit 1 geandert hat, 
ohne dabei darauf Riicksicht zu nehmen, ob sich dieser Abstand verringert 
oder vergrofert hat. In gleicher Weise miftt man dann die Abstandsanderun- 
gen zwischen Granulum 1 und 3, 1 und 4,... 1 und n; in einer zweiten Reihe 
die Abstandsinderungen zwischen Granulum 2 und 3, 2 und 4, ... 2 und n; 
in einer dritten Reihe zwischen Granulum 3 und 4, 3 und 5, ... 3 und n usw. 
Mittelt man die Ergebnisse, so erhalt man das RVM in der der Messung 
zugrunde gelegten Zeiteinheit, das, wie leicht einzusehen ist, wachsen muf, 
wenn die Bewegungsgeschwindigkeit der GB zunimmt. Es wichst ebenfalls 
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mit der Zeit, jedoch in keinem ihr direkt proportionalen Verhialtnis, was bei 
dem Vergleich der Meffergebnisse mit den Ergebnisen anderer Autoren zu 
beriicksichtigen ist. 

Der Vorteil des RVM ist nun, da damit in einfacher Weise die die Eigen- 
bewegung der Granula iiberlagernden Drehbewegungen und Ver- 
schiebungen der Eizelle im perivitellinen Raum mehr oder weniger 
ausgeschaltet werden. Die Verlagerungen der Granula gegeniiber einer 
Bezugsgeraden durch die stérenden Eibewegungen diirfen dabei nicht 
wesentlich gréfer sein als ihre durch die ,,.Eigenbewegung hervorgerufenen 
Verlagerungen. An den meisten Eizellen diirfte dieses Erfordernis weit- 
gehend erfiillt sein. 














+ Bezugsgeraden 
* Anfangslagen 
° Endlagen 
Abb. 7. Schema zur Erlauterung der Ausschaltung von Drehbewegungen des Eies 
um verschiedene Achsen durch Anwendung des ,,Relativen Verschiebungsmittels” bei 
der Intensitiitsbemessung der Granulabewegung. 


Zu 100% ausgeschaltet werden dabei Drehbewegungen der Eizelle, die 
um eine mit der optischen Achse zusammenfallende Drehachse erfolgen 
(Abb. 7a). Dieser Fall diirfte praktisch der haufigste sein. Nicht symmetri- 
sche Verteilung der Protoplasmaeinschliisse von verschiedenen spezifischen 
Gewichten, Linsenform der Eizelle, leichter Druck durch das Deckglas, so 
daB die Eizelle oben oder unten mit der Eischale in Beriihrung kommt etc., 
lassen eine Drehung um eine derartige Achse bevorzugt auftreten. 

Ebenfalls vollkommen ausgeglichen werden reine Verschiebungen in der 
Horizontalen nach jeder Seite (Abb. 7b). Liegt dagegen die Drehachse senk- 
recht zur optischen Achse (Abb. 7c), so ist die Ausschaltung keine vollstan- 
dige, was auch fiir den Fall gilt, da& beide einen Winkel von weniger als 90° 
bilden. Durch eine hinreichend grofe Anzahl von Einzelergebnissen diirften 
die hieraus resultierenden Ungenauigkeiten des RVM geniigend ausgeglichen 
werden. 

Zur praktischen Durchfiihrung einer solchen Messung ist das geraffte Filmlauf- 
bild, d. h. die Verfiigbarkeit und Benutzung einer Filmkamera nicht unbedingt nétig. 
Allerdings wird man besonders bei experimentellen Arbeiten eine derartige messende 
Beobachtung erst beginnen kénnen, wenn man mit Hilfe des gerafften Filmlaufbildes 
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einen Einblick in die hier vorliegenden dynamischen Vorgange in ihrer Gesamtheit 
gewonnen hat. 

Ist man sicher, daff andere stérende, die Messung unméglich machende 
Bewegungsvorgiinge nicht vorliegen, so geniigt es, mit einem Photoapparat 























Abb. 8. Zur Erlauterung des Auswertverfahrens durch Nebeneinander-Projizieren 

von Anfangs- und Endlage auf Papier. Oben die nebeneinander projizierten An- 

fangs- und Endlagen. Acht Granula werden auf beiden durch einen Bleistiftpunkt 

markiert. Darunter nebeneinander auf einem Papierstreifen die jeweiligen acht 

Lagepunkte von Anfangs- (A) und Endlage (E). Zur weiteren Vermessung werden 
A und E getrennt iibereinander gelegt. 


Einzelaufnahmen in geeigneten Zeitabstanden zu machen. Im vorliegenden 
Fall am Parascaris-Ei geschah dies in % oder 1 Minute Abstand, in der die 
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fiir eine Einzelmessung erforderlichen zwei Aufnahmen, also Anfangs- und 
Endlage, belichtet wurden. 
Schon als entwickeltes Negativ lassen sich diese beiden Aufnahmen durch 
einen geeigneten Vergréfterungsapparat nebeneinander auf einen Papier- 
streifen projizieren. Je starker man dabei die Bilder vergréfern kann, um 
so besser ist es, und das Format 13 X 18 cm fiir ein Einzelbild wird dabei als 
ein Minimum der Vergréferung anzusehen sein. Man hat auf diese Weise 
also im verdunkelten Raum die vergréferten Negative von Anfangs- und 
Endlage nebeneinander bequem zu iiberschauen vor sich, und es gelingt nun, 
wenn der Zeitabstand zwischen beiden nicht zu grof ist, die Lagepunkte von 
einigen Granula auf der Anfangs- und Endlage durch einen feinen Bleistift- 


punkt auf dem Papier zu markieren. Dabei muf man natiirlich sicher sein, 
da man beispielsweise das 
Granulum Nr. 1 auf der 
Anfangslage auch auf der 
Endlage trotz seiner in- 
zwischen erfolgten, wenn 
auch geringfiigigen Ver- 
schiebung richtig wieder- 
erkennt (Abb. 8). Beson- 
ders wenn man sich erst 
etwas eingesehen hat, ge- 
lingt dies meist ohne groBe 
Miihe. Es besteht dabei die 
Gefahr, daf man gewohn- 
heitsmifig die Granula Abb. 9. Anfangs- und Endlage auf eine von unten 
bevorzugt und ausliest, die beleuchtete Mattscheibe iibereinander gelegt. Das 
: le: Papier mit den Markierungspunkten der Endlage 
sich am leichtesten auf der an unten. Auf diese pe die en. 
kierungspunkte der Endlage durch die Anfangslage 
hindurch. Links ein Bleigewicht mit einem Messing- 
biigel, der an seinem Ende eine senkrechte Nadel 
rung erfahren haben. Durch trigt. Mit dieser Nadel lassen sich die Lagepunkie 
rein zufallsmaftige Aus- eines Granulums auf Anfangs- und darunter liegen- 
wahl der Granula lieB sich der Endlage leicht fixieren und so bequemer die Ab- 
diese Fehlerquelle nicht —standsinderungen dieses Granulums von allen iibri- 
villig ausschalien, weil gen mit Hilfe einer Meflupe (rechts) bestimmen. 
man aus optisch bedingten 
Griinden keine restlos scharfen Bilder erhalten kann und sich oft auf der 
Anfangslage deutlich abgegrenzte Granula auf der Endlage nicht mehr 
identifizieren lassen. Es wird dies erst dann gelingen, wenn man von allen 
Granula einer Ebene ein restlos scharfes Bild zur Verfiigung hat. 

Auf diese Weise erhalt man also auf einem Papierstreifen links die An- 
fangslagen von beispielsweise acht Granula markiert und rechts ihre End- 
lagen (Abb 8 unten). Darauf schneidet man den Papierstreifen mitten durch 
und legt Anfangs- und Endlage iibereinander auf eine von unten beleuchtete 
Matiglasscheibe. Bringt man nun die Lagepunkte des Granulums 1 auf der 
Anfangs- und Endlage zur Deckung und sticht, am besten mit einer Nadel, 





Endlage wiederfinden las- 
sen, die mit anderen Wor- 
ten die geringste Verlage- 
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hindurch (Abb. 9), so lassen sich leicht mit Hilfe einer Meflupe die Abstands- 


ainderungen dieses Granulums 1 von Granulum 2, 3, 4,...8 bestimmen (hierzu 
Abb. 10 und 11). In gleicher Weise bestimmt man dann die Abstandsanderun- 
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Abb. 10. Beispiel zur Veranschaulichung des Ausmessens. Zur Erleichterung der 

Ubersichtlichkeit werden nur vier Granula beobachtet. Unter a sind die Anfangslage- 

punkte (schwarze Kreise) der vier Granula sowie deren Endlagepunkte (helle Kreise) 

nach einem bestimmten Zeitabstand eingetragen. b: das Papier mit den Anfangs- 

lagepunkten der vier Granula, im Text kurz als ,,Anfangslage“ bezeichnet. c: die 
»ndlage“ mit den vier Endlagepunkten der Granula. 
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Abb. 11. Anfangs- und Endlage der Abb. 10 sind schematisch iibereinander liegend 
auf dem Leuchtkasten gezeidinet. Ausgezogen die oben liegende Anfangslage, ge- 
strichelt die darunter liegende Endlage. Der Beginn des Vermessens, die Messung 
der Abstandsainderungen des Granulums 1 von Granulum 2, 3 und 4, sind als Bei- 
spiele ausgefiihrt. 


gen des Granulums 2 von den restlichen anderen, dann diejenigen des Gra- 
nulums 3, 4, ... 7. Im ganzen erhalt man so 28 Einzelmafte, die, gemittelt 
und an Hand des mitphotographierten Objektmikrometers auf den richti- 
gen Mafistab gebracht, das RVM ergeben. Fiir das Parascaris-Ki liegt es je 
nach Bedingung pro Minute zwischen 0,1 und 0,6 uw. Beziiglich der zu errei- 
chenden Genauigkeit ist zu erwahnen, dafi man schon bei der Auswertung 
eines Eies, dessen Inhalt bei 80facher Geschwindigkeit keinerlei Bewegung 
erkennen lat, einen Betrag von etwa 0,15 « erhalten kann, der auf die un- 
vermeidliche Ungenauigkeit der Markierung der Granula, Mefungenauig- 
keiten etc. zuriickzufiihren ist. Die Streuung der Werte nimmt auferdem bei 
konstantem Zeitabstand und Erhéhung der Bewegungsintensitat zu. Be- 
tragt sie z. B. bei 1 Minute Abstand bei gegebenen Bedingungen + 15, so 
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hat man dadurch die Méglichkeit, durch Verringern des Zeitabstandes auf 
beispielsweise % Minute die Streuung der Werte auf etwa + 0,5 u Zu ver- 
ringern. 
V. MeBergebnisse 
1. Relatives Verschiebungsmittel und Temperatur 


Die Brauchbarkeit der angewandten Mefimethode soll nun an einigen 
Beispielen dargestellt werden. Als erstes dabei die Abhangigkeit der Inten- 
sitit der GB von der Temperatur. 

Vor Aufnahmebeginn wurden die Eier zu diesem Zweck nach Entnahme 
aus dem Kiihlschrank bereits eine Stunde der endgiiltigen Beobachtungs- 
temperatur ausgesetzt. Von je zehn Eiern aus den fiir jede Temperaturstufe 
von 10° zu 10° besonders angesetzten Praparaten wurde dann das RVM be- 
stimmt und die so erhaltenen zehn 
Werte gemittelt. Dies bedeutet, daf 
zur Bestimmung des RVM einer ein- 
zigen Temperaturstufe im ganzen 
280 Einzelmessungen mit der Mef- 
lupe nétig waren. 

Das Ergebnis dieses Versuches, 
der im ganzen dreimal mit geringen . 
Abwandlungen wiederholt wurde, 
ist in Abb. 12 dargestellt. Obwohl 
unmittelbar nach dem Maximum der 
Bewegungsintensitat keine Bewegung 
der Granula mehr nachzuweisen ist 
(,.Warmestarre’), sind solche Eier TT i we 
doch nicht irreversibel geschadigt und —— Temperatur 
kénnen sich anschliefend, bei einer ph, 12. Abhangigkeitskurve des Rela- 
niederen Temperatur aufbewahrt, tiven Verschiebungsmittels im 
weiter entwickeln. Parascaris-Ei (Vorkernstadium) von der 

Die Kurve kann insofern Unge- Temperatur. 
nauigkeiten enthalten, als enispre- 
chend der schnelleren Entwicklung bei erhéhter Temperatur die Eier auf 
verschiedenen Kernphasen zur Vermessung kamen und dadurch gegebenen- 
falls damit verkniipfte Schwankungen der Intensitét der GB in die Er- 
gebnisse mit Eingang gefunden haben. 

Deshalb wurde dieser Versuch auch einmal insofern abgeindert durch- 
gefiihrt, als die Zeiten zur Temperaturanpassung vor Aufnahmebeginn nicht 
gleich, sondern untereinander in dem gleichen Verhiltnis verschieden waren 
wie die den einzelnen Temperaturstufen entsprechenden Entwicklungs- 
geschwindigkeiten. Dadurch sollte erreicht werden, daft die Eier trotz ver- 
schiedener Beobachtungstemperaturen auf der etwa gleichen Entwicklungs- 
stufe vermessen. wurden. Das Ergebnis dieses Versuches ist in Abb. 13 dar- 
gestellt. Die Mittelwerte dieser je zehn Einzelergebnisse auf jeder Temperatur- 
stufe sind in der vorher gegebenen Temperatur-Abhiangigkeitskurve des 


RVM mit enthalten. 
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SchlieBlich sind noch die durch die angewandte Methode nicht restlos eli- 
minierten, durch Drehbewegungen des Eies hervorgerufenen Verschiebungs- 
wege der Granula als Ursache von Mefungenauigkeiten zu nennen. Als 
BMB ist die Intensitat dieser Drehbewegungen ebenfalls temperaturabhangig 
und deshalb die durch sie hervorgerufenen Ungenauigkeiten von wechseln- 
der, schwer fafbarer Gréfe. Im ganzen diirften die hierdurch hervorgerufe- 
nen Meffehler als unbedeutend zu vernachliassigen sein. 
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Abb. 13. Ergebnis eines Temperaturversuches. Die zehn Meftergebnisse von je zehn 
auf jeder Temperaturstufe (21, 29, 38 und 47°) vermessenen Eiern sind von links 
nach rechts nach ihrer zunehmenden Gréfe geordnet aufgetragen. 


2. Relatives Verschiebungsmittel (RVM) wahrend Karyogamie 
und Mitose 


Um nun Aufschluf iiber mégliche Schwankungen der Bewegungsintensitat 
der Granula wahrend der Karyogamie und ersten Teilung zu erhalten, wurde 
ein und dasselbe Ei, das sich bei konstanter Temperatur entwickelte, alle 
30 Minuten bis zur vollendeten ersten Teilung vermessen. 

Es fanden zur Auswertung nur solche Granula Verwendung, die von der 
Peripherie nicht allzu weit entfernt lagen. Im gerafften Filmlaufbild hatten 
diese Granula wahrend der Vorkernvereinigung und anschliefenden Tei- 
lung keinerlei Behinderung ihrer Beweglichkeit durch die Polstrahlung ete: 
erkennen lassen. 

Das RVM liegt hier bei etwa 0,4 uw pro Minute. Jede Messung wurde zwei- 
mal ausgefiihrt und die erhaltenen Mittelwerte in der oberen Kurve der 
Abb. 14 dargestellt. Es laBt sich hieraus lediglich schlieRen, daf langer- 
wahrende mit der Methode leicht fafbare Schwankungen der Bewegungs- 
intensitat nicht vorliegen. Fiir kurzfristige ist die Zahl der Einzelmessungen 
zu gering. 

Auch dieses Ergebnis spricht fiir den geringen Einflu& méglicher Inten- 

. sitatsschwankungen wahrend der normalen Entwicklung auf die im vor- 
stehenden gegebene Temperatur-Abhiangigkeitskurve der GB. 

Schwankungen der Viskositat wahrend der Mitose sind fiir die 
Eier verschiedener Tierarten bis ins einzelne beschrieben. Die mit Hilfe der 
Zentrifugierungsmethode erschlossenen Angaben (z. B. Heilbrunn 1921) 
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sind dabei oft ohne ausreichende Beriicksichtigung der rein mechanis¢h eine 
Verlagerung der Einschliisse hemmenden Wirkung der Strahlungsausbildung 
gegeben. Obwohl eine solche auch von Fry und Parks (1934) auf Grund 
eingehender Untersuchungen nicht nachgewiesen werden konnien, falli es 
doch schwer, besonders wenn man an das geraffte Filmlaufbild einer sich 
teilenden Eizelle denki, der Strahlung eine derartige Wirkung gianzlich 
abzusprechen. 

Ferner sind die oben angefiihrten Mefergebnisse nicht als ein Maf der 
GB im Protoplasma schlechthin aufzufassen. Sie haben lediglich fiir die peri- 
phere Protoplasmazone Giiltigkeit, und der hier aus verschiedenen Beobach- 
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Abb. 14. Obere Kurve: das 8 Stunden lang alle 30 Minuten aus jeweils zwei Messun- 
gen ermittelte RVM eines Eies, das sich nach etwas mehr als 7 Stunden teilte. 
Untere Kurve: das auf die gleiche Weise gewonnene RVM eines Eies, das in einem 
ganzseitig mit Paraffin umrandeten Deckglaspraparat lag und sich deshalb wegen 
Sauerstoffmangels nicht teilen konnte. 

Punkt I: das aus zehn Eiern ermittelte RVM des gleichen Priparates nach 48 Stunden. 


Punkt II: 3 Stunden spiiter, nachdem das Priparat geéffnet und frisches Wasser zu- 
gesetzt worden war. RVM wiederum aus zehn Eiern gemittelt. 


tungen gewonnene Eindruck einer auch wahrend der Mitose ‘persistierenden 
peripheren Zone geringer Protoplasma-Viskositaét steht mit Einzelbeobach- 
tungen anderer Untersucher durchaus im Einklang. Sicherlich bedeutet die 
Ausbildung und Funktion der Polstrahlung eine Anderung der Viskositat des 
Gesamtprotoplasten, die Viskositat der intergranularen Substanz (,,Hyalo- 
plasma‘) aber, die meist gemessen und unter der Bezeichnung ,,Protoplasma- 
Viskositat“ im Grunde verstanden wird, kann ein durchaus davon abweichen- 
des Verhalten zeigen. Wenn daher Schwankungen der Viskositat wahrend 
der Mitose in der Intensitét der GB keinen mefbaren Ausdruck finden, so 
braucht dies nicht als eine erhebliche Unempfindlichkeit der angewandten 
MeRmethode aufzufassen sein, sondern kann umgekehrt auch den Schluf 
auf nur geringe Viskositits-Anderungen der intergranularen Substanz zu- 
lassen. 4 

Eine eindeutige Entscheidung dieser speziellen Frage nach dem Verhalten 
der GB wiahrend der Mitose ist in diesem Rahmen nicht méglich, weil die 
Zahl der vorliegenden Einzelmessungen viel zu gering ist und es wegen der 

Protoplasma, Bd. XLI/1. 4 
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Umstandlichkeit der angewandten Mefimethode einer gesonderten Unter- 
suchung bedarf, das dazu erforderliche Tatsachenmaterial zu sammeln. 


5. Relatives Verschiebungsmittel (RVM) in Eiern unter Luft- 
abschluf 


Die untere Kurve der Abb. 14 stellt das Ergebnis eines Versuches dar, 
der auf die gleiche Weise wie der zuletzt beschriebene durchgefiihrt. wurde, 
nur dali das vermessene Ei in einem ganzseitig mit Paraffin umrandeten 
Deckglaspriiparat lag. Es konnte sich infolge Sauerstoffmangels nicht teilen 
und zeigte ein konstant niederes RVM von nur etwa 0,2 uw. Dieses Priparat 
wurde bei 23°C mit Paraffin verschlossen zwei Tage aufbewahrt und dann 
das RVM von diesmal zehn Eiern bestimmt und gemittelt. Die Eier hatten 
sich in dieser Zeit in keiner Weise verandert und ihr RVM war das gleiche 
von etwa 0,24 geblieben. Daraufhin wurde das Priaparat gedffnet und 
frisches, sauerstoffhaltiges Wasser zugesetzt. 3 Stunden spater wurde das 
RVM erneut aus zehn Eiern gemitielt und betrug nunmehr etwa 0,5 u. 


4. Relatives Verschiebungsmittel (RVM) in zentrifugierten 
Eiern 


Ferner sei ein Versuch erwihnt, bei dem sich das RVM in stark zentri- 
fugierten Eiern als ebensogrof wie das der nicht zentrifugierten Kontrolle 
erwies. Die vermessenen Granula lagen dabei in der im Vorwandern be- 
griffenen Zone der sich beim Wiedereinziehen des ,,Balles“ im Plasma ver- 
teilenden Granula, einer Zone also, in der eine eindeutige iiberlagernde 
zweite Bewegung gegeben war. Es kann eingewandt werden, daf eine durch 
den Eingriff des Zentrifugierens hervorgerufene Intensitaétsanderung der 
GB fiir die Gleichheit der Ergebnisse von Versuch und Kontrolle verantwort- 
lich zu machen ist. Jedoch ist dieser Einwand als unwahrscheinlich zu be- 
zeichnen. 

Vor allen Dingen sollte dieser Versuch zeigen, daff beim Vorhandensein 
ciner weiteren, die Bewegung der Granula eindeutig iiberlagernden, ginz- 
lich anders verursachten Bewegung trotzdem eine Intensitéitsmessung der 
GB méglich ist. ! 

Praktisch ist dies dann von Bedeutung, wenn man einen Eityp zur Be- 
obachtung hat, bei dem eine sehr dichte Lagerung der Granula die Identifi- 
zierung eines Einzelgranulums auf dem Filmteilbild unméglich macht. Man 
kann sich dann durch ein leichtes Zentrifugieren helfen und zur Auswertung 
die Granula des Poles benutzen, der durch die beginnende Schlichtung 
granuladrmer geworden ist. 


VI. Theoretischer Teil 


Aus diesen Befunden wird beziiglich der Kausalitat der GB vermutet, 
da& es sich um eine durch Molekiilstéffe verursachte Verlagerung mikroskopi- 
scher Teilchen von einer fiir das menschliche Zeitmoment nicht mehr als 
Bewegung erkennbaren Geschwindigkeit handelt. Die gleiche Ursache also 
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wie die der BMB. Allein schon aus praktischen Griinden wird fiir diese 
extrem langsame Form der BMB die Bezeichnung GB beibehalten, denn 
wahrend ein kurzer Blick ins Mikroskop zu entscheiden gestattet, ob BMB 
oder nicht, gelingt die Entscheidung, ob GB oder nicht, erst nach Vorliegen 
des geeignet gerafften Filmlaufbildes. 

Entsprechend den Baueigentiimlichkeiten des lebenden Protoplasmas 
wird die GB von Fall zu Fall verschiedene Abwandlungen erfahren, ihre 
Intensitat aber als ein zumindest relatives MaB® fiir die Zustands- 
anderungen der Plasmakolloide mit Vorteil zu verwenden sein. 

Dieser Erklirungsversuch wird gegeben, weil er der nachstliegende ist 
und sich die im vorstehenden dargestellten Befunde in diesem Sinne deuten 
lassen. 

So hért die GB plétzlich auf, wenn das Protoplasma durch Hitze oder 
andere Insulte koaguliert. Wird die Eizelle durch mechanischen Druck irre- 
versibel geschadigt, ohne daft eine Koagulation eintritt, so geht die Bewegung 
weiter. Haufig wird sich der Eintritt des Zelltodes durch ein plétzliches 
Aufhéren der GB kundtun, wenn eben mit dem Zelltod eine plitz- 
liche Protoplasmakoagulation einhergeht. 

Der umgekehrte Vorgang, eine Steigerung der Bewegungsinten- 
sitat der GB bis zur BMB, lat sich experimentell ebenfalls darstellen, 
indem durch Pressen oder auch im Anschluf an sehr starkes Zentrifugieren 
durch eine Vermischung des Protoplasmas mit der perivitellinen Fliissigkeit 
dessen Viskositét herabgesetzt wird. Die Bewegungsgeschwindigkeit der 
Granula steigert sich dabei von der Nichtwahrnehmbarkeit bis zu einer 
schnellen BMB. 

Die Temperaturabhangigkeitskurve der GB ergibt sich als die 
Resultante aus der mit der Temperatur zunehmenden Geschwindigkeit 
der Granula einerseits und der bei héheren Temperaturen gleichzeitig z u- 
nehmenden Protoplasmaverfestigung andererseits. 

In der normalen Eizelle lassen neben den scheinbar ruhig liegenden grofen 
Granula die kleinen, nach dem Zentrifugieren am zentrifugalen Pol ange- 
hauften Granula BMB erkennen. Es ist dabei allerdings in der lebenden 
Zelle schwer zu entscheiden, ob sich solche Kérnchen nicht in Vakuolen be- 
finden, was an geeigneten Eiern tatsachlich beobachtet wurde, aber nichi 
immer der Fall zu sein braucht, wie aus sorgfaltigen Beobachtungen mit 
stirkster Vergréferung (Objektiv: W. u. H. Seibert, 150 F) hervorging. 

Eine gréRere Menge von Granula, die massenmafig zwischen den grofen 
und kleinen Granula stehen und deshalb eine eben erkennbare BMB er- 
kennen lassen miiRten, wurde nicht beobachiet. 

Es ist dabei natiirlich denkbar, da& auf Grund der besonderen sub- 
mikroskopischen Struktur des Protoplasmas erst unterhalb einer bestimm- 
ten Groéfe Granula BMB zeigen kénnen, wiahrend alle gréfieren eben durch 
die Struktur nur zu der viel langsameren GB befahigt sind. An sich kénnte 
man erwarten, daf entsprechend den verschiedenen Volumina der Granula 
auch alle Geschwindigkeitsstufen verwirklicht waren. Tatsachlich sind aber 
die langsamen eben oder deutlich wahrnehmbaren Bewegungen nicht vor- 
handen und nur BMB der kleinsten Teilchen oder GB der gréfferen zu 
4* 
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beobachten. Ferner sei die fiir die BMB schon lange bekannte Glitschbewe- 
gung erwahnt, die auch hier bei der GB nachgewiesen werden konnte. 

Fiir die schnelle, unmitielbar beobachtbare Glitschbewegung von Enito- 
plasmagranula nehmen altere Untersucher allerdings einen anderen Mecha- 
nismus an. Die ebenfalls unmittelbar beobachtbare Kigenbewegung, die von 
Entoplasmagranula in strémendem Plasma beschrieben wird und meist auf 
partielle Léslichkeit und damit verbundene Veranderungen der Oberflaichen- 
spannungsverhidltnisse zuriickgefiihrt wird (Modellversuch: Kampfer auf 
Wasser), soll dann als Glitschbewegung in Erscheinung treten, wenn 
ein Granulum diese Bewegung an irgendeiner Phasengrenze im Proto- 
plasma ausfihrt (Giersberg 1922). Die Bewegung kann hier nicht gleich- 
maRig nach allen Seiten des Raumes erfolgen, sondern nur in einer Ebene 
entlang einer solchen Struktur (Wabenwand etc.). 

Auerdem lat sich in diesem Sinne auch die Kuhlsche Beobachtung 
deuten, daft stark lichtbrechende Granula unbekannter Herkunft im peri- 
vitellinen Raum des Seeigel-Eies GB erkennen lassen. Aus einer unter Zeit- 
raffung ahnlichen Bewegungsform und Geschwindigkeit dieser Granula und 
denen des Protoplasmas halt er es fiir méglich, u. U. auch eine ahnliche 
Viskositat von Protoplasma und perivitelliner Fliissigkeit annehmen zu 
diirfen. 

Am Parascaris-Ei wurden solche Granula im perivitellinen Raum nicht 
beobachtet; jedoch machen es besonders die Prefiversuche wahrscheinlich, 
daf die Viskositat der perivitellinen Fliissigkeit kaum iiber derjenigen des 
reinen Wassers liegt. Abgesehen von der nicht ohne weiteres vergleichbaren 
Viskositat des Gesamtprotoplasmas als einer ,,Strukturviskositat“. mit der 
der perivitellinen Fliissigkeit, besteht die Moéglichkeit, da ahnliche Ver- 
halinisse auch am Seeigel-Ei verwirklicht sind und keine so hohe Viskositat 
der perivitellinen Fliissigkeit anzunehmen ist, wie aus der in ihr stattfinden- 
den GB geschlossen werden miiffte. Diese Beobachtungen stiitzen sich 
namlich allein auf die Betrachtung des gerafften Filmlaufbildes, und es be- 
steht durchaus die Méglichkeit, da die Bewegungsgleichheit der Granula 
im Protoplasma und in der perivitellinen Fliissigkeit nur eine scheinbare ist 
und tatsachlich die Granula der perivitellinen Fliissigkeit eine gréRere Be- 
wegungsgeschwindigkeit zeigten. Auf diese Verhaltnisse ist auf Seite 38 
ausfiihrlich eingegangen, worauf deshalb verwiesen sei. 

SchlieBlich sei noch ein Modellversuch erwahnt, der an sich nichts Neues 
oder Unerwarietes bringt und nur deshalb Erwahnung findet, weil die Vor- 
stellung oft Schwierigkeiten bereitet, daf an sich schnelle MolekiilstéBe tat- 
sichlich eine in der Wirkung sehr langsame Verlagerung mikroskopischer 
Teilchen bewirken kénnen. 

Dazu wurden Karminkérner in dickfliissigem Zedernholzél verteilt und 
mit normaler Frequenz aufgenommen. Das Laufbild lief? anschlieRend nicht 
die geringste Bewegung der Karminkérner erkennen. Unmittelbar danach 
wurde die gleiche Stelle 160fach gerafft (= 6 Bilder pro Minute) aufgenom- 
men. Das geraffte Filmlaufbild dieser Einstellung bot nunmehr den Eindruck 
typischer BMB, die Karminkérner tanzten, sich um sich selbst drehend, im 
Gesichtsfeld umher und zeigten somit deutlich, da ihre Ruhe nur eine 
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scheinbare war und, wie auch die Bewegung der Granula, erst durch die An- 
wendung der Zeitraffung sichtbar wurde. 

Inwieweit sich durch eine Intensitatsmessung der GB absolute Annies 
iiber Viskositatsgrade lebender Protoplasten erhalten lassen, soll hier nicht 
diskutiert werden. Zu Viskositatsmessungen sehr kleiner Fliissigkeits- 
mengen diirfte sich die Methode verwenden lassen. Es wiirde dazu nur ein 
Tropfen der zu priifenden Fliissigkeit benétigt. 

Die Bedeutung der Intensitatsmessung der GB wird vielmehr 
in der Méglichkeit erblickt, auf diese Weise ohne jeden Eingriff Auf- 
schluR iiber die geringsten Zustandsanderungen der Plasma- 
kolloide lebender Zellen zu erhalten. Also nur relative Mafe, die 
aber, was anderen Methoden gegeniiber ein besonderer Vorteil ist, in kurzen 
Zeitabstanden beliebig lange an ein und derselben Zelle gewonnen 
werden kénnen. Die kurze Belichtung fiir die zur Auswertung nétigen 
Anfangs- und Endlagen diirfte dabei, als der einzige schadliche Einflu8, dem 
das untersuchte Material auszusetzen ist, fiir die wenigsten Objekte von Be- 
deutung sein. 

Zur Auswertung eignen sich selbstverstandlich nur Zellen, die selbst keine 
Eigenbewegung in Form lebhafter améboider Beweglichkeit, starker Pro- 
tuberanzenbildung etc. aufweisen oder aus irgendwelchen anderen Griinden 
auch nicht voriibergehend ruhig zu legen sind. Ferner muf eine plasmati- 
sche Granulation am besten in nicht zu dichter Lagerung vorhanden oder 
experimentell erzeugbar sein. Diese Erfordernisse werden am ehesten von 
einer Vielzahl von Eizellen erfiillt, und es bleibt abzuwarten, inwieweit 
Zellen aus Gewebekulturen, iiberlebende Epithelien oder Zellen aus anderen 
Kérpergeweben dafiir verwendet werden kénnen und inwieweit solche Ver- 
suche neue Erkenntnisse zu liefern imstande sind. 


VII. Zusammenfassung der Ergebnisse 
1. Das von Kuhl als .,Granulabewegung~ (GB) bezeichnete Phanomen 


der nur unter Zeitraffung sichtbaren Ortsverinderung von Protoplasma- 
Einschliissen intakter Zellen wird mit Hilfe des Zeitrafferfilms an Parascaris- 
Eiern auf dem Vorkernstadium einer eingehenden Analyse unterzogen. 

2. Diese in Wirklichkeit sehr langsamen Bewegungen treten im geraff- 
ten Filmlaufbild (80fache Geschwindigkeit) als ein unregelmafiges Durch- 
einanderwimmeln der Protoplasmagranula in Erscheinung. Dazu sei be- 
merkt, daf sich alle Angaben iiber Bewegungsform und Geschwindigkeit 
der Granula stets auf das 80fach geraffte Filmlaufbild beziehen. 

3. Von Zeit zu Zeit lassen sich Granula beobachten, die mehr oder weni- 
ger geradlinig einen auffallend langen Weg zuriicklegen. In Analogie zu 
der formal gleichen Bewegungsweise einzelner Teilchen bei der Brownschen 
Molekularbewegung (BMB) wird eine solche Bewegung eines Granulums des 
Parascaris-Eies ebenfalls als Glitschbewegung bezeichnet. 

4. Ist eine Polstrahlung ausgebildet, so scheint die Bewegung der Granula 
lediglich in deren unmittelbarem Ausdehnungsgebiet gehemmt zu sein, 
wiahrend in einer kugelschalenférmigen peripheren Plasmazone keine merk- 


liche Beeinflussung der GB durch die Strahlung zu bemerken ist. 
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5. Eine langsame Temperaturerhéhung im Laufe von zwei Stunden von 
5° bis auf 80°C lie im Laufbild eine geringe Intensitétszunahme der GB 
beobachten. Nach einem Maximum der Bewegungsintensitat hért die GB 
dann plétzlich auf. 

6. In Eiern unter Luftabschlu& laiuft die GB erheblich verlangsamt ab. 

7. Wird ein Ei bis zum Platzen seiner Schale gepreftt, so hért in dem 
im Schaleninnern verbliebenen Protoplasmarest schlagartig jede Bewegung 
der Granula auf. Ist der Druck nur so gro, daft die Eischale nicht platzt 
und sich lediglich Protoplasma und perivitelline Fliissigkeit mischen, so geht 
die GB weiter und verstarkt sich schlieflich derart, da die Bewegung der 
Granula subjektiv beobachtbar wird. 

8. Intensitaétsinderungen der GB wahrend der Vorkernvereinigung und 
ersten Teilung sowie Strémungen oder andere gerichtete Bewegungen im 
Protoplasma liefen sich an Hand des 80fach geraffien Filmlaufbildes nicht 
nachweisen. 

9. Weil die normale Eizelle im perivitellinen Raum nicht ruhig liegt, 
konnte von der ,mittleren horizontalen Verschiebung* der Granula 
als einem Maf fiir ihre Bewegungsintensitat kein Gebrauch gemacht werden. 
Es wurde deshalb eine andere Mefimethode entwickelt, die es erlaubt, an 
Hand der allein zur Verfiigung stehenden Projektionswege der Granula ein 
praktisch ausreichend genaues Maf fiir die von ihnen ausgefiihrte GB zu 
erhalten. Es wird im folgenden als ,.Relatives Verschiebungsmittel“ 
(RVM) bezeichnet und gibt an, um welchen Betrag die Granula in einer be- 
stimmten Zeiteinheit im Mittel ihre Lage zueinander andern. 

10. Um die Brauchbarkeit dieser Methode zu belegen, wird als- Wichtig- 
stes eine Abhangigkeitskurve des RVM von der Temperatur gegeben und 
die méglichen Ungenauigkeiten dieser Kurve ausfiihrlich diskutiert. 

11. Beziiglich der Kausalitat der GB wird aus den vorliegenden Ergeb- 
nissen geschlossen, da es sich um eine durch Molekiilst6fe verursachte Ver- 
lagerung mikroskopischer Teilchen von einer fiir das menschliche Zeitmoment 
nicht mehr als Bewegung erkennbaren Geschwindigkeit handelt. Ent- 
sprechend den Baueigentiimlichkeiten des lebenden Protoplasmas wird die 
GB von Fall zu Fall verschiedene Abwandlungen aufweisen, ihre In- 
tensitat aber als ein zumindest relatives Maf fiir die Zustands- 
anderungen der Plasmakolloide mit Vorteil zu verwenden sein. 
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Beobachtungen tiber die Wirkung der Kalilauge 
auf das Protoplasma 
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B. J. Cholnoky, Enkhuizen (Nederland) 
Mit 15 Textabbildungen 


(Eingelangt am 2. Juli 1951) 


Die Beobachtungen Schindlers (1938a, 1938b) und Héflers (1939) 
iiber den Alkalitod des Plasmas haben meine Aufmerksamkeit darauf ge- 
lenkt, daB der in diesen Untersuchungen eingeschlagene Weg wertvolle Aus- 
kiinfte tiber das Protoplasma und seine Organellen liefern kénnte, wenn 
man die Wirkungsweise der Alkalien unter dem Mikroskop verfolgt. Wenn 
man aber eine starke Base in einer Konzentration anwendet, die nicht un- 
mittelbar tédlich ist, bleibt man unter dem Tonus der Zellen, wodurch die 
nur sehr wenig untersuchten Erscheinungen der Plasmoptyse auftreten. Da- 
bei sind die sichtbaren Veranderungen in den Zellen so gering, ihr Ab- 
sterben geht so schnell vor sich, da keine zuverlassigen Schliisse iiber die 
Organisation der Zelle méglich sind. 

Versucht man dagegen, starke Basen in einer Konzentration anzuwenden, 
die iso- oder hypertonisch ist, so erfolgt nur ein rasches Absterben mit den 
schon durch Schindler und Hé6fler beschriebenen Nekrosen. 

Die Aufgabe ist hier, eine Methode zu finden, die die Untersuchung der 
Wirkung einer starken Base zulaft, ohne die Zelle unmittelbar zu téten. 
Ich glaube, daft ich fiir die starken Basen (z. B. KOH) in den hier zu be- 


schreibenden Experimenten ein geeignetes Verfahren gefunden habe. 


Plasmolysiert man die Blumenblattepidermiszellen von Calceolaria mit 
{ mol KNO,, so entstehen sowohl in den Zellen der rot gefarbten als auch in 
den der rot gefleckten gelben Bliiten Krampfplasmolysen. Es la®t sich dabei 
feststellen, dai im Protoplasma dieser Zellen mehr oder weniger zahlreiche, 
lebhaft gelbe Chromoplasten zu finden sind und daft die Vakuole karminrot- 
karminrosa Anthocyane enthalt, die in den Zellen von gelben Bliiten (fast) 
ganzlich fehlen kénnen, d. i. sie kommen hier vielleicht in einer optisch nicht 
manifestierten Form (Leukoanthocyanine) vor. Die Plasmolyse ist am An- 
fang sehr krampfartig, d. h. das Plasmalemma zeigt konkave Oberflichen, 
oft auch Hechtsche Faden oder dickere Plasmastrainge zu den negativen 
Plasmolyseorten (Abb. 1,2). In den ersten Minuten wird die Vakuole auch 
mitgerissen, hier dauert der ,,Krampf“-Zustand aber héchstens 1 bis 2 Mi- 
nuten. Nach dieser Zeit erscheinen iiberall konvexe Formen, die erst durch 
die Vakuolen angenommen werden. In Abb. 1 ist die starke Krampfform des 
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Plasmas noch gut sichtbar, die Vakuole ist aber schon abgerundet. Das gleiche 
gilt auch fiir die in Abb.2 dargestellte Zelle, die einem dunkelroten Fleck 
der Bliitenblattepidermis entstammt. Hier ist es ganz deutlich, da auch 
im Plasma lebhaft rote, konvex kontrahierte, kleine, farbstoffiihrende Va- 
kuolen erscheinen und daft die abgerissenen Teile der Vakuole wohl eine 
entmischte, urspriinglich im Plasma diffus vorhandene Phase darstellen. 

Abb. 1 zeigt die meist sehr bald ziemlich allgemein eintretende Vakuolen- 
kontraktion, die auch hier die Folge einer hheren Permeabilitat des Plasma- 
lemmas als des Tonoplasten ist (Cholnoky 1950c). Daf die héhere Per- 
meabilitat die urspriinglichen Viskositats- und Adhiasionsunterschiede nicht 
ganzlich aufheben kann, beweisen die auch wahrend der Vakuolenkontrak- 
tion (Plasmaquellung) gut sichtbar bleibenden krampfhaften Formen. 

Die intrameierenden KNO,-Molekiile sind fiir das Plasma tédlich, wo- 
durch die bekannten iiberlebenden Vakuolen erscheinen (Abb. 3). Es ist 
jedenfalls sehr auffallend, daf die Ausbildung der Hechtschen Faden, 
Ausgleichung der konkaven Buchten oder ganz allgemein das Eintreten der 
verschiedenen Plasmolysestadien in einem fiir die einzelnen Zellen sehr ver- 
schiedenen Zeitpunkt eintreten, so daf diese protoplasmatisch voneinander 
verschieden sein miissen. Das verschiedene protoplasmatische Verhalten der 
Einzelzellen ist eine protoplasmatische Eigenschaft der Calceolaria-Blumen- 
blatter, die ich bisher bei anderen Pflanzen in diesem Mafe nicht beobachten 
konnte. 

Die iiberlebenden Vakuolen kénnen in manchen Zellen auffallend lang 
»lebend“, d. i. scharf begrenzt und osmotisch wirksam bleiben. In den 
meisten Zellen kann man aber schon innerhalb weniger Minuten nach der 
Desorganisation des Plasmas eine Permeationsdeplasmolyse und, als deren 
Folge, das Platzen und die Desorganisation der Vakuolen beobachten. In 
denjenigen, die noch fiir langere Zeit csmotisch wirksam bleiben, manifestiert 
sich die Permeation des KNO, erst nach einer langeren Zeit mit einer lang- 
samen Anschwellung der urspriinglich gleichmaftig karminrot gefarbten 
Vakuolen. Gleichzeitig mit diesem Vorgang erscheinen in der Vakuole scharf 
begrenzie, verschieden dunkle Abschnitte einer mehr oder weniger kompli- 
zierten Entmischung, so daft in diesen besonders widerstandsfahigen Zellen 
Bilder entstehen wie in Abb. 4. 

Um die protoplasmatische Wirkung einer starken Base untersuchen zu 
kénnen, habe ich dem Plasmolytikum — 1 mol KNO, — 1% 1mol KOH- 
Lésung zugesetzt. Auf diese Weise sind alle nachteiligen Folgen einer stark 
verdiinnten Lésung ausgeschaltet, und durch Vergleichung der Plasmolysen 
mit und ohne KOH-Zusatz kann man die Wirkung dieser Molekiile studieren. 


Abb. 1—9. 1—6. Calceolaria ,hybrida“. Blumenblattepidermiszellen. 1—4. Plas- 
molyse durch i mol KNOs. 5—6. Plasmolyse mit 1% 1 mol KOH + 99% 1 mol KNOs. 
7—8. Senecio cruentus. Epidermiszellen der Blumenblattunterseite, plasmolysiert 
mit 1% 1mol KOH + 99% 1mol KNOs. 9. Pelargonium zonale. Epidermiszelle der 
Blumenblattunterseite, plasmolysiert mit 1% 1mol KOH + 99% 1mol KNOs. — 
Farbenwiedergabe: punktiert = Protoplasma, grau=karminrot oder (Abb. 9) zinno- 
berrot, schraffiert = blau, sdywarz = gelb (Chromoplasten). Vergr. etwa 550/1. 
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Die Auswirkungen sind schon am Anfang ganz deutlich, da anstatt der 
Krampfplasmolysen in allen Zellen sogleich konvexe Plasmolyseformen ent- 
stehen, was nur durch das Verschwinden aller Adhisions- und Viskositits- 
unterschiede — besonders im Plasmalemma — erklirlich ist. 

In vielen Zellen beginnt schon nach dem Eintritt der Plasmolyse die 
Permeationsdeplasmolyse, in anderen dauert es etwas linger, so daft sich 
auch auf diese Weise die schon beschriebene grofe protoplasmatische Ver- 
schiedenheit dieser Epidermiszellen feststellen laft. 

Ganzlich unabhingig davon, was fiir einen und wieviel Farbstoff die 
einzelnen Vakuolen enthalten, verhalten sich einige oder einige Gruppen 
derselben widerstandsfahiger, in welchen die Vorgiange besser zu beobachten 
sind. Da die Einzelheiten auch hier die gleichen bleiben, sich aber in einem 
verlangsamten Tempo abspielen, so kann man diese widerstandsfihigen 
Zellen als gute Untersuchungsobjekte gebrauchen. 

Sie zeigen aufs klarste, daf’ die KOH- noch viel schneller als die KNO,- 
Molekiile intrameieren, wodurch ganz allgemein eine starke Plasmaquellung 
entsteht. In diesem Zustand ist eine Zelle aus den dunklen Flecken auf 
Abb. 5 dargestellt, wo auch die im Zytoplasma entstehenden vakuolenartigen 
Entmischungen gut sichtbar sind. Die Vakuole zeigt vorlaufig keine Ver- 
tinderung, obzwar das Protoplasma eben vor der Permeationsdeplasmolyse 
steht. Die KOH-KNO,-Mischung beschadigt das Plasmalemma sehr schwer, 
da in den meisten Zellen innerhalb 5 bis 10 Minuten die Anschwellung des 
Protoplasmas, gleichzeitig aber eine Veranderung des Farbentons der Vakuo- 
lenfarbstoffe zu beobachten ist. Die urspriinglich karminrote Farbe schlagt 
allmahlich — aber verhaltnismafig schnell — in Violetirot, spater in Violett- 
blau um. In diesem letzteren Zustand ist auch die Permeation durch An- 
schwellen der scharf begrenzten Vakuole manifestiert, und gleichzeitig geht 
das Protoplasma durch Platzen des Plasmalemmas unter heftigen Disloka- 
tionen der Chromoplasten zugrunde. In manchen giinstigen Fallen konnie 
ich auch die weitere allmahliche Vergréferung der Vakuole beobachten, 
deren Farbe immer mehr nach Himmelblau umschlagt und nach und nach 
beinahe das ganze Zellumen erfiillt (Abb. 6). Das Absterben tritt immer 
unter den gleichen eigentiimlichen Erscheinungen ein, die Farbe der Vakuole 
bleibt naimlich rein himmelblau, verbleicht aber plétzlich und auch der Tono- 
plast ist noch gut sichtbar. Die Zellen kénnen manchmal 30 bis 120 Sekunden 

_lang in diesem Zustand verharren, bis schlieBlich sowohl die Uberbleibsel des 
Tonoplasts als auch der blaue, bleiche Inhalt im Plasmolytikum verschwin- 
den. Die Chromoplasten bleiben in allen diesen Fallen anscheinend un- 
verandert. 

Diese Erscheinungen deuten zweifellos darauf hin, da das KOH das 
Plasmalemma griindlich verandert hat; da dieses aber doch nicht unmittel- 
bar inaktiviert: worden ist — manchmal bleiben die konvexen Plasmolysen 
(Abb. 5) bis 20 Minuten sichtbar —, muf ich voraussetzen, da das Plasma- 
lemma hier nicht nur aus Lipoiden besteht (vgl. Frey-Wyssling 1948, 
wo auch die Literatur), sonst wiirde es doch innerhalb der kiirzesten Zeit 
restlos verseift werden. Das gleiche gilt auch vom Tonoplasten, es scheint 

aber ebenso gesichert zu sein, daff auch das Protoplasma einige Zeit lang 
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das Eindringen der Molekiile verhindern kann, da die Farbtoninderungen 
in den Vakuolen nur nach einer weitgehenden Inaktivation des Proto- 
plasmas — die in der Quellung desselben manifestiert wird — erscheinen. 
Das Eindringen des KOH, die damit verbundenen p,-Veranderungen und 
das Entstehen der K-Verbindung des Farbstoffs gehen auch allmihlich von 
auBen nach innen zu, da hier der Umschlag des Farbtons den Weg der 
eindringenden Molekiile deutlich angibt. 

Wenn man anstatt einer Mischung 1:99 eine solche mit 10 Teilen 
1 mol KOH und 90 Teilen 1 mol KNO, anwendet, kann man die gleichen 
Erscheinungen, aber in einem sehr beschleunigten Tempo, beobachten. Der 
Vorgang ist der folgende: 

Man sieht eine iiberall véllig konvexe, energische Kontraktion des Proto- 
plasmas. Vorlaiufig kann man die Konturen der Vakuolen nicht besonders 
deutlich sehen, die Lage der Chromoplasten zeigt aber, wo sie zu suchen sind. 

Sehr bald beginnt die Anschwellung des Plasmas, die aber innerhalb 
weniger Minuten durch Platzen des Plasmalemmas und Dislokation der 
Chromoplasten zu einer schnellen Desorganisation fiihrt. In diesem Zustand 
sind die Vakuolenkonturen gut sichtbar. Die Vakuolenfarbstoffe bleiben bis 
zum Anfang der Anschwellung karminrot. 

Sobald die Intrameation anfangt, verandert sich auch die Farbe des Zell- 
saftes, da er allmahlich, aber schnell, nach Blauviolett umschligt. Nach der 
Desorganisation des Plasmas schwillt auch die Vakuole, allerdings nur sehr 
mafig, an, der Tonoplast platzt innerhalb weniger Minuten und der in der 
Zwischenzeit himmelblau gewordene Farbstoff verschwindet. 

Der ganze Vorgang nimmt kaum 4 bis 5 Minuten in Anspruch. 

Diese mehrmals wiederholten Versuche deuten auf eine komplizierte Zu- 
sammensetzung der Vakuolenkolloide und auch der in diesen befindlichen 
Anthocyanine hin, so daft diese Befunde in bestem Einklang mit den chemi- 
schen Befunden (Karrer und Widmer 1927, Karrer und Strong 1936, 
Karrerund Weber 1936), aber auch mit meinen protoplasmatischen Unter- 
suchungen (vgl. Cholnoky 1949, 1950 a, 1950 b, 1950 c, 1951 a, 1951 b) stehen. 
Ich habe es ebendarum fiir nétig gehalten, diese Versuche durch ahnliche mit 
farbstoffiihrenden Blumenblattzellen anderer Pflanzenarten zu erganzen. 

Nach meinen Erfahrungen sind die Anthocyaninverhiltnisse in den Epi- 
dermiszellen der Blumenblatter von Senecio cruentus verhaltnismafig ein- 
fach (Cholnoky 1950 a, 1950 b); daher habe ich eine zyklamenrot bliihende 
Pflanze dieser Art als Kontrollobjekt gewahlt. Die KNO,-Plasmolyse habe 
ich schon (1950 c) ausfiihrlich beschrieben. 


Durch 1% KOH+99% KNO, habe ich auch hier in den meisten Zellen 
von Anfang an konvexe Plasmolysen erhalten, d. i. die Ausgleichung der 
Adhisions- und Viskositatsunterschiede geschieht auch hier unmittelbar nach 
der Einwirkung des Plasmolytikums. Manchmal konnte ich allerdings 
schwache Spuren krampfhafter Formen sehen (Abb. 7); in solchen Zellen 
bleiben negative Plasmolyseorte und Hechtsche Faden einige Zeit lang er- 
halten. Hier zeigt sich deutlich, da das Plasmalemma minder widerstands- 
faihig gegen KOH als der Tonoplast ist. 
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Erst nach etwa 30 Minuten, wenn das Protoplasma desorganisiert ist, be- 
ginnt das Eindringen des Plasmolytikums in die Vakuole oder in die Vakuo- 
lenteile, die nunmehr ihre urspriinglich karminrote Farbe in Blaulichviolett 
— niemals in Blau — verandern. Es ist merkwiirdig genug, daft dieser Vor- 
gang nicht nur in den einzelnen Zellen in verschiedenen Zeitpunkten eintritt, 
daft vielmehr auch eine grofte Verschiedenheit in der Permeation bei den 
Vakuolenteilen derselben Zelle bemerkbar ist. Ein schénes Beispiel liefert 
die in Abb. 8 dargestellte Zelle, wo im unteren Vakuolenteil das Anthocyan 
in Blau umgeschlagen hat, im oberen Teil aber noch unverandert ist. Der 
Vorgang geht hier viel langsamer vor sich als bei Calceolaria, so da man 
das langsame Anschwellen der Vakuolen und den Umschlag des Farbtons sehr 
deutlich beobachten kann. 


Aus den beschriebenen Einzelheiten folgt, da die Struktur des Plasma- 
lemmas und die des Tonoplasts der Calceolaria- und Senecio-cruentus-Zellen 
voneinander verschieden sein muff, was man eigentlich auch schon aus den 
Permeabilitatsstudien Héflers (1942) gefolgert haben kénnte. 


Diese strukturelle Verschiedenheit tritt noch deutlicher hervor, wenn man 
10% KOH+90% KNO, als Plasmolytikum anwendet, da in diesem Falle 
iiberhaupt keine Plasmolyse erfolgt. Sobald die Fliissigkeit die Zellen von 
Senecio cruentus erreicht, schligt die Farbe der Vakuolenfarbstoffe in ein 
etwas schmutziges Indigoblau um, und der so verainderte Vakuoleninhalt 
exosmiert innerhalb von 1 bis 2 Minuten. 


Es ist in diesem Falle deutlich, da bei dieser Konzentration der Lauge 
suwohl das Plasmalemma als auch der Tonoplast praktisch momentan ver- 
nichtet und dadurch die freie Permeation des Plasmolytikums bis in die 
Vakuole erméglicht wurde. Der Vergleich des Vorgangs bei Senecio cruentus 
mit dem bei Calceolaria oder bei Pelargonium zonale beweist die Richtigkeit 
der Annahme einer strukturellen Verschiedenheit noch mehr. 


Auf Grund unserer bisherigen Kenntnis iiber die Struktur dieser Haut- 
schichten (Frey-Wyssling 1948) kénnte man vielleicht annehmen, daf 
diese nicht mono- oder polymolekular sind, vielmehr ein kolloides System 
darstellen, in welchem verschiedene Phasen in verschiedenen Verhaltnissen 
miteinander gemischt vorkommen. Die Annahme wire wirklich plausibel, 
daf Hautschichten, in welchen die lipoiden Phasen dominieren, 
durch Verseifung schneller, dagegen diejenigen, in welchen 
Eiweiffphasen die gréRte Rolle spielen, langsamer durch KOH 
zerstért werden. Dak diese teilweise arteigene, zum anderen Teil aber 
auch an gewisse Zellsorten gebundene Zusammensetzung der osmotisch wirk- 
samen Schichten auch ein verschiedenes Filtriervermégen und dadurch eine 
spezifische Permeabilitat bedingen muf, ist selbstverstandlich. 

Um die beobachteten Tatsachen zu konitrollieren, habe ich nach einer 
Pflanze gesucht, die kein Anthocyanin, sondern einen anderen Farbstoff in 
den Vakuolen der Blumenblattzellen fiihrt. Eine solche ist Pelargonium 
zonale mit ihrem Pelargonin-Gehalt (vgl. iiber die Farbstoffe Blank 1947). 
Da aufer meinen schon angefiihrten Untersuchungen auch andere chemische 
und physiologische Beobachtungen die Lebenswichtigkeit und physiologische 
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Bedeutung der Vakuolenfarbstoffe immer mehr wahrscheinlich machen (vgl. 
Blank 1947, Floren 1941, Reichel und Burkart 1938) oder ztimindest 
die Auffassung, nach der diese einfach als Abfallstoffe aufzufassen seien 
(Frey-Wyssling 1942), sehr unwahrscheinlich machen, habe ich eine wei- 
tere Kontrolle der beobachteten Erscheinungen fiir nétig gehalten. 


Bei Pelargonium zonale faingt die Plasmolyse durch 1 mol KNO, in 
Krampfform an, die negativen Plasmolyseorte sind meist an die Lamellen 
der Zellwand gebunden. Die Permeabilitat der Zellen ist fiir KNO, sehr 
gro, da die konkaven Formen schon in den ersten Minuten in konvexe iiber- 
gehen. Nach einer Plasmolyse von 15 Minuten kann man die Anschwellung 
der Protoplasten schon gut beobachten, sie erreichen aber niemals die Zell- 
wande, da sowohl Plasmalemma als Tonoplast in einem gewissen Stadium 
platzen und der Farbstoff herausdiffundiert. Der Vorgang weicht von dem 
bei Calceolaria sehr auffallend ab, nicht nur, da hier alle Phasen der Plas- 
molyse sich in allen Zellen ungefahr gleichzeitig abspielen, sondern beson- 
ders, da ich hier niemals eine Vakuolenkontraktion oder Anschwellung des 
Plasmas feststellen konnte. Der Verlauf der Plasmolyse ist auch durch das 
Fehlen iiberlebender Vakuolen und durch den wahrend des ganzen Prozesses 
unverandert bleibenden Vakuoleninhalt gut charakterisiert. 


Die Plasmolyse mit der Mischung 1% 1mol KOH+99% imol KNO, 
weicht von der beschriebenen prinzipiell ab. In dieser Lésung ist die Gleich- 
mafRigkeit der Reaktion viel weniger ausgepragt. Die Zellen plasmolysieren 
jedenfalls ganzlich uniform konvex, d. i. auch hier wurden die Verschieden- 
heiten in der Adhiasion des Plasmalemmas und auch die ungleichmafige 
Viskositat eliminiert. 


Nach dem Eintritt der Plasmolyse verhalten sich die Zellen in verschie- 
dener Weise. Die Protoplaste der meisten Zellen verharren ziemlich lang 
(bis zu 30 Minuten) in ihren konvex begrenzten Formen. In dieser Zeit geht 
sowohl das Plasmalemma als auch das Protoplasma selbst zugrunde, meistens 
aber ohne eine Quellung oder Anschwellung zu zeigen. Im Zeitpunkt des 
Absterbens dieser Organellen zeigen die Vakuolen plétzlich eine sich mehr 
oder weniger schnell entwickelnde Ausstiilpung (Abb. 9), die nach einiger 
Zeit (3 bis 5 Minuten) platzt, und der Inhalt der Vakuole tritt ohne Farbton- 
veranderung in die Umgebung aus. Die eingehende Untersuchung des Vor- 
gangs zeigt, daft hier der Tonoplast schon friiher — im Gegensatz zu allen 
bisherigen Beobachtungen — sozusagen zur Erstarrung gebracht wurde. Er 
ist als eine spréde Schicht um die Vakuole geblieben, die endlich dieses rein 
mechanische Hindernis durchbrechen konnte. Hier muf aber auch der 
Vakuoleninhalt mit einer Hautschicht umgeben sein, da man sein Platzen 
usw. klar beobachten kann. Erst nach dem Platzen diffundiert der rote 
Farbstoff frei in die Umgebung hinaus. 

Diese Befunde wurden auch durch die Untersuchungen von Toth (1951) 
mit dem Mikromanipulator bestatigt, die eigenartige, in den Zellen der durch 
mich untersuchien Pelargonium-Art nicht vorkommende ,,Anthocyankérper* 
gefunden hat, die dieselbe Starrheit zeigten wie hier die ganze Vakuole. 
Es wire moglich, daf hier die farbstoffiihrende Phase — oder eine dieser 
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Phasen — unter Umstiinden so auferordentlich erstarren kann, (In diesem 
Falle lieRe sich daran denken, daft das Protoplasma auch Stoffe enthilt, die 
ebenso erstarren kénnen.) Es sei bemerkt, dafi der Farbstoff Pelargonin seit 
Willstatter und Bolton (1915) ziemlich gut bekannt ist und auch in der 
neuesten Zeit vielfach untersucht wurde (vgl. Blank 1947). Der Farbstoff 
selbst kann aber kaum fiir die Erstarrung verantwortlich gemacht werden. 

Ein kleinerer Teil (etwa 10 bis 15%) der Zellen reagiert ganzlich anders. 
In diesen konnte ich voriibergehende Entmischungen sehen (Abb. 10), die 
aber innerhalb von 5 bis 10 Minuten wieder verschwinden. Es ist zweifellos, 
daB in diesen mehrere Phasen entmischt werden, und sehr wahrscheinlich, 
da& einzelne dieser unter gewissen Umstanden auch im normalen Lebens- 
zyklus der Zellen auftreten und wahrscheinlich auch die ,,Anthocyanophore* 
(Toth 1951) bilden kénnen. 

In diesen Zellen stirbt das Protoplasma auch sehr rasch ab und gleich- 
zeitig erscheinen grobe, blauviolette, dunkle Entmischungskérner in der 
Vakuole, die noch stets scharf umgrenzt in dem sonst beinahe .,leeren“ 
Lumen sichtbar ist (Abb. 11). 

Einige Zeit lang bleibt die Vakuole noch durch den Tonoplasten begrenzt 
und auch diffus und gleichmafig, aber nur sehr licht zinnoberrot gefarbt. 


Diese Erscheinungen lassen darauf schliefen, daft hier eine Phase durch 
die Einwirkung des eindringenden KOH als violettblaue Kérnchenhaufen 
entmischt (koaguliert?) wurde. Der kleinere Teil des Pelargonins (oder eine 
andere Verbindung des Pelargonidins) erfiillt als licht gefarbte Fliissigkeit 
die Vakuole, die nach diesem Vorgang alsbald platzt, worauf der rote 
Inhalt in die Umgebung herausdiffundiert. Im Lumen bleiben nur die vio- 
letten Entmischungs- (Koagulum-?) Kérnchen mit unverandertem Farbton 
und merkwiirdigerweise auch der ,,fixierte” Kern zuriick (Abb. 12). In diesen 
Zellen ist somit wahrscheinlich eine K-Verbindung des Pelargonidins ent- 
standen, die eine blaue Farbe aufweist (vgl. Blank 1947). 


Wenn ich als Plasmolytikum 10% 1 mol KOH+90% 1 mol KNO, an- 
wandte, konnte ich einen ganz verainderten Verlauf des Vorgangs beobachten. 
Die Plasmolyse und das Absterben ging in diesem Falle sehr schnell vor 
sich, innerhalb 5 bis 7 Minuten waren alle Zellen véllig desorganisiert. Die 
Plasmolyse fangt auch hier unmittelbar konvex an. Im weiteren Verlauf 
lassen sich auch hier zwei Zelltypen unierscheiden. Der griéfte Teil 
der Zellen zeigt bald eine kleine Anschwellung des Plasmas, in welchem 
gleichzeitig blauviolette, unregelmafige Entmischungskérnchen erscheinen 
(Abb. 13). Da die Farbe und auch andere Eigenschaften dieser blauvioletten 
Korper mit den schon beschriebenen, in den Vakuolen entstehenden Pelar- 
gonidin-Verbindungen vdllig identisch sind, mu ich annehmen, daf auch im 
Piasma eine farblose Leuko-Verbindung des Pelargonidins vorhanden ist. 
Diese Tatsache kénnte vielleicht durch weitere Untersuchungen wertvolle 
Angaben iiber die Entstehung der Vakuolenfarbstoffe liefern. 

Die Ausdehnung des Plasmalemmas und Anschwellung des Protoplasmas 
ist aber nur von kurzer Dauer; sehr bald platzt die Hautschicht und das 
Protoplasma geht zugrunde. Zwischen den Resten bleiben aber die kleinen 
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plasmatischen Entmischungen auch weiierhin in unverandertem. Farbton 
sichtbar. Die Vakuole bleibt vorlaufig auch weiterhin rot (Abb. 14): Mit der 
Desorganisation des Plasmas scheint aber das KOH einen freien Weg zur 
Permeation erhalten zu haben, da jetzt der Farbton der Vakuole allmahlich, 
aber rasch, iiber Karminrot-Violettrot in Blauviolett umschlagt, was zeigt, daf 





Abb. 10—15. Epidermiszellen der Blumenblatiunterseite von Pelargonium zonale. 

10—12. Plasmolysiert mit 1% 1 mol KOH + 99% 1 mol KNOs. 13—15. Mit 10% 1 mol 

KOH + 90% 1 mol KNOs. — Bei den Abb. 13—15 sind die Zellwinde weggelassen. — 

Farbenwiedergabe: punktiert = Protoplasma, grau = zinnoberrot, schraffiert oder 
schwarz = blauviolett. Vergr. etwa 550/1. 


hier die bekannten blauen K-Verbindungen entstehen. Der Vorgang ver- 
andert sicher auch den Tonoplasten, der nach dem Eindringen des KOH er- 
starrt erscheint. Hier entsteht namlich eine ebensolche Ausstiilpung, wie ich 
sie bei der anderen Versuchsreihe beschrieben habe, hier aber mit einem 
blauvioletten Inhalt. Die Ausstiilpungen wachsen noch weiter, sehr bald 
Protoplasma, Bd. XLI/1. 5 
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platzen aber auch sie auf, sie miissen also auch mit einer Hautschicht um- 
geben gewesen sein (Abb. 15). 

In beiden Fallen — mit 1% und mit 10% KOH — ist es ganz deutlich, 
da der ausstrémende Vakuoleninhalt eine niedrige Viskositat besitzt, so daf 
sich die beschriebene Erstarrung nur auf den Tonoplasten erstreckt. Vermut- 
lich nehmen an dem Erstarrungsprozef} auch Stoffe aus dem Protoplasma 
oder aus der Vakuole teil. 

Bei einem anderen, kleineren Teil der Zellen — die unregelmafig unter 
den zu dem beschriebenen Typus gehérigen Zellen verteilt sind — geht 
anstatt des Plasmalemmas zuerst der Tonoplast zugrunde. In den ersten 
Stadien verhalten sich auch diese Zellen mit den anderen ganz gleichartig, 
in dem in Abb. 13 dargestellten Zustand tritt aber eine hohe Permeabilitat 
des Tonoplasmas auf, die durch die vorzeitige Farbtonveranderung (in Karmin, 
spiater fiir eine kurze Zeit in Violett) des Vakuolenfarbstoffes deutlich wird. 
Innerhalb weniger Sekunden entmischt sich dann eine Phase der Vakuolen- 
kolloide, die in der Form eines blauvioletten Kérnchenhaufens sichtbar wird. 
Gleichzeitig verlieren die Vakuolenkonturen (Tonoplasten) ihre Deutlich- 
keit, um endlich ginzlich zu verschwinden. So bleibt nur der entmischte 
blauviolette Kérnchenhaufen im Plasma, das — noch stets streng konvex 
plasmolysiert — innerhalb des Plasmalemmas sichtbar ist. Einige Zeit lang 
bleibt dieser Zustand unverandert, bis auch das Plasmalemma plaizt und 
der Protoplast desorganisiert. 

Ich kann keine Erklarung dafiir geben, warum in der einen Zelle die eine 
und in der anderen die andere Art des KOH-Todes eintritt, vermute aber, 
da® hier der physiologische Zustand der Zelle (Trauma usw.) eine grofe 
Rolle spielt. Aus dem Gesagten geht aber hervor, daft die Resistenz und die 
osmotischen Eigenschaften der beiden Hautschichten voneinander verschie- 
den sind. Daraus muf man aber auf einen wahrscheinlich prinzipiell ver- 
schiedenen Bau der beiden Lamellen schliefen und vermuten, daf ihr Bau 
wahrend des Lebens der Zelle Verainderungen erleiden kann. Sonst ware 
die Verschiedenheit der beiden beschriebenen Plasmolysetypen kaum ver- 
standlich. 

Zusammenfassung 


1. Die Plasmolyseformen, die man mit reiner KNO,-Lésung erhalt, wur- 
den mit denjenigen verglichen, welche KNO,-Lésungen mit 1 bzw. 10% 
Zusatz mol KOH-Lésung liefern. Der Vergleich kann wertvolle Befunde 
liefern, da so die Wirkung des KOH auf das Protoplasma einigermafen 
unmittelbar zu beobachten ist. 

2. Da auch die 10 Vol.% KOH enthaltenden KNO,-Lésungen in vielen Zel- 
len eine Plasmolyse verursachen, mu& man annehmen, dafi die osmotisch 
wirksamen Hautschichten der Zelle nur teilweise aus Fettmolekiilen bestehen. 
Besonders widerstandsfiahig (wenig fettreich) ist der Calceolaria-Tonoplast. 

3. Da bei Senecio cruentus bei der Anwendung der Mischlésung keine 
Plasmolyse eintritt, mu& man annehmen, daf hier viel mehr Lipoide in den 
Hautschichten vorhanden sind, die durch Verseifung ausgeschaltet werden. 
Damit wird aber sehr wahrscheinlich, da sowohl Plasmalemma als Tono- 
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plast bei den verschiedenen Pflanzenarten, wahrscheinlich auch bei den ver- 
schiedenen Geweben derselben Pflanze, verschieden gebaut sind, Diese Beob- 
achtung steht in bestem Einklang mit der spezifischen Permeabilitiat. 

4. Die Beobachtungen iiber die Intra- und Permeation des KOH schliefen 
die Moéglichkeit einfacher, molekularer Hautschichten aus, da eine solche, 
aus Lipoiddipolen bestehende Schicht schon bei der Passage der ersten KOH- 
Molekiile zerstért werden miifte. Ein kolloider Bau mit zumindest zwei 
Phasen erklart nicht nur die beobachteten Erscheinungen, sondern auch die- 
jenigen der spezifischen Permeabilitat. 


5. Vermutlich verursacht die Zerstérung der einen Phase oder mehrerer 
Phasen der Hautschichtkolloide die Unterschiede im Plasmolyseverlauf, aber 
auch die Verschiedenheiten zwischen Plasmalemma und Tonoplast. 


6. Das Verhalten der Vakuolenfarbstoffe spricht fiir eine kolloide Bin- 
dung dieser Stoffe, da die reversiblen und irreversiblen Entmischungen in 
dem einen und die Diffussion in dem anderen Falle kaum auf eine andere 
Weise verstandlich waren. 


7. Ein weiterer Beweis fiir die kolloide Bindung der Farbstoffe sind die 
Anderungen im Farbton nach dem Ausdiffundieren, besonders infolge Ein- 
wirkung der 10% KOH, da bei Calceolaria die rein blaue Farbe (K-Verbin- 
dung) oft erst nur wahrend des Freiwerdens aus dem Mizellarverband 
entsteht. 
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Sphirit-Bildung aus Cirsiwm-Zellsaft 





Griseldis Kenda, Irmtraud Thaler und Fried] Weber 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Graz) 


Mit 4 Textabbildungen 


(Eingelangt am 8. Juli 1951) 


In der Umgebung von Graz findet man nicht selten Exemplare von 
Cirsium arvense, bei denen Blatter und Stengel im oberen Teil des Sprosses 
nicht griin sind, sondern blaf, gelblichweif. Um eine Erkrankung infolge 
Infektion mit dem Pilz Puccinia suaveolens, der auf dieser Pflanze hiufig 
vorkommt, diirfte es sich nicht handeln, da sich keine Sporenlager ent- 


wickeln. Eine Deformation der Blatter und 
eine Reduktion der Stacheln, wie dies fiir rost- 
kranke Cirsium-arvense-Pflanzen angegeben 
wird (Kohler 1932), tritt an der Pflanze, die 
vermutlich als die Varietat horridum Wimm. 
et Grab. (= var. spinosissimum Nell.) anzu- 
sprechen ist (Hegi 1936: 904), nicht ein. Wir 
vermuten, daf die Krankheit eine Virose ist. 

Im Zellsaft jeder Epidermiszelle der Ober- 
und der Unterseite solcher erkrankter Blatter 
befindet sich je ein ansehnlicher Tropfen, der 
durch seine starke Lichtbrechung und seinen 
matten Glanz auffallt. In den Schliefzellen 
fehlt dieser Tropfen (Abb. 1). Die Mehrzahl 
dieser Tropfen erscheint zunachst homogen, 
strukturlos, doch finden sich gleich auch 
Kugeln, die eine radiar strahlige Struktur 
aufweisen und somit wie Sphiarokristalle aus- 
sehen. Bleiben Epidermisschnitte einige Mi- 
nuten in Wasser liegen, so wandeln sich auch 
weitere der urspriinglich homogenen Tropfen 
in Spharokristalle um. Diese Gebilde sind 





Abb. 1. Cirsium arvense. Epi- 
dermiszellen eines kranken 
Blattes mit Entmischungskugein 
im Zellsaft und Sphariten. In 
den Schliefzellen keine Kugeln. 


doppelbrechénd, die Doppelbrechung, die anfanglich schwach ist, wird all- 
miahlich starker. Das Volumen der Spharite kann nach dem Absierben der 
Zellen zunehmen. Wahrend die homogenen Tropfen auf Alkoholzusatz ver- 


schwinden, bleiben die Sphiarite dabei erhalten. 





70 Griseldis Kenda, Irmtraud Thaler und F. Weber 


Das Aussehen der Sphirite, das im iibrigen recht verschieden sein kann, 
ihre Doppelbrechung und der Umstand, daft Cirsium arvense eine Kompo- 
site ist, fiir die das Vorkommen von Inulin bekannt ist (Wehmer, Ties 
und Hadders 1932: 885), lie® zuniichst daran denken, daf die Sphirite 
aus Inulin bestehen kénnten. In der Regel ist Inulin allerdings nur in 
Speicherorganen nachzuweisen, bei Kompositen wurde es aber auch im Blatt 
gefunden, z. B. bei Petasites (Fischer 1898) und bei Cichorium (Grafe 
und Vouk 1912). Es muff jedoch an die Mahnung von Fischer (1902: 103) 
erinnert werden: ,,Es ist nicht alles Inulin, was in Kompositen vorkommt und 
Sphirite bildet.“ Gegen die Inulin-Natur spricht neben anderem, daft dieses 
Polysaccharid in der le- 
benden Pflanze _,,stets 
gelést“ vorkommt (Mo- 
lisch 1923: 135). Inulin- 
Sphirite werden ja meist 
so erhalten, da man 
Pflanzenteile in Alkohol 
einlegt, wobei das Inulin 
allmahlich in Form von 
Spharokristallen ausfallt 
(Leitgeb 1887: 888). Die 
Zellen der erkrankten 
Cirsium-Blatter, in denen 
sich die Kugeln und Sphi- 
rite befanden, waren aber 
lebend oder wenigstens 
noch lebend. 

Im Zellsaft der Ober- 


: hautzellen griiner Blatter 

Abb. 2. Cirsium arvense. Epidermiszellen eines ge- gesunder Pflanzen sind,’ 

sunden Blattes. Tropfige Entmischung des Zellsaftes 

bei Einwirkung von */29 normaler Schwefelsdure. Auch 
in den Schliefzellen Entmischungskugeln. 





wenn man die Sdchnitte 
oder abgezogenen Epi- 
dermisstreifen gleich nach 
der Entnahme untersucht, Tropfen oder Sphiarite nicht zu sehen. Werden Epi- 
dermisstiicke von gesunden Blattern in 30% Glyzerinlésung eingelegt, so 
zerfallt der Protoplast der Zellen durch die iiberstiirzte Plasmolyse in Teil- 
stiicke, die sich mehr oder weniger rasch abkugeln; ein Teil dieser Proto- 
plastenfragmenie enthalt einen durch die Wasserentziehung eingedickten, 
stark lichtbrechenden Vaknuolenteil. Nach etwa zehn Minuten oder erst 
spaiter nehmen die Vakuolentropfen Sphirolithstruktur an und erweisen 
sich dann als doppelbrechend. 

Obige Beobachtungen liefen sich nur an Pflanzen machen, die Ende Mai 
gesammelt wurden; um vier Wochen spiter vom gleichen Fundorte einge- 
brachte Pflanzen zeigten in den Epidermiszellen die erwahnten Kugeln 
zunachst nicht und verhielten sich auch sonst anders. Bei diesen alteren 
Pflanzen bildeten sich Sphiarite erst postmortal und meist auferhalb der 
Zellen, jedenfalls aber nicht durch unmittelbare Umwandlung von Kugeln: 
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Auch bei diesen Pflanzen sowie bei gesunden laft sich eine Tropfenbildung 
im Zellsaft der Oberhautzellen sofort erzielen, wenn man die Epidermis- 
streifen in eine verdiinnte Schwefelsiurelésung (*/,, normal) einlegt (Abb. 2). 
Dagegen tritt in Coffeinlésungen, mit denen Bokorny schon 1889 bei ver- 
schiedenen Pflanzen eine ,,Ausscheidung von Eiweifkiigelchen aus dem 
Zellsaft und nachheriges Verschmelzen derselben zu griéferen Kugeln“ er- 
halien hat’, bei Cirsium eine solche Entmischung nicht ein. 

Die Methode, durch Einlegen in konzentrierte Glyzerinlésung Sphirite 
im Gewebe zu erzeugen, hat zuerst Kraus (1877) beschrieben, sie wurde 
auch von Leitgeb (1888) bei seinen eingehenden Studien iiber die Ent- 
stehung der Sphiarokristalle ange- 
wendet. Die Bildung der Inulinspha- 
rite erklarte man sich bei dieser 
Versuchsanordnung durch den Was- 
serentzug in der Glyzerinlésung. Der 
Vorgang der Plasmolyse (De Vries 
1877), um den es sich dabei handelt, 
konnte zur damaligen Zeit weder 
Kraus noch Leitgeb schon so gut 
bekannt sein, wie er dies heute ist. 
Immerhin haben die beiden Autoren 
den Vorgang sehr genau beobachtet. 
Kraus beschreibt ihn folgender- 
maften: ,,Legt man einen diinnen 
Langsschnitt aus dem Gewebe einer 
Inulinpflanze in Glycerin von der 





Abb. 3. Dahlia variabilis. Parenchym- 


: ( zelle aus einer jungen Knolle, Bei Plas- 
iiblichen Concentration, so sieht man molyse_entstandener Tonoplast, zur 


unter dem Mikroskop... in jeder Giinze in einen doppelbrechenden Inulin- 
Zelle alsbald von der Wand eine  Sphiarokristall umgewandelt. Cytoplasma 
stark lichtbrechende Masse sich ab- abgestorben. 


heben, die allmahlich die Contour der 

Zelle, nur abgerundet, nachahmt, allmahlich sich aber mehr und mehr zu 
einer Kugel zusammenzieht. Wie man sich ... tiberzeugen kann, hat man 
hier einen sehr concentrierten Tropfen vor sich. Friiher oder spater aber 
wird aus diesem Tropfen ein Sphiarokristall.“ 

Beim Zusatz von konzentrierter Glyzerinlésung, wie sie Leitgeb zur Er- 
zeugung von Inulin-Sphariten im Gewebe der Dahlia-Knolle angewendet 
hat, werden die Protoplasten und Vakuolen durch den raschen Wasser- 
entzug zerteilt und zerrissen und die Protoplastenfragmente sterben viel- 
fach friihzeitig ab. Die Folge davon ist, daft die Inulinsphirite ebenso wie 
hei der Alkoholeinwirkung meist nicht in strenger Lokalisation in der Zelle 
entstehen. Lafi man aber die Plasmolyse in schonender Weise eintreten, 
indem man zum Praparat Rohrzuckerlésungen steigender Konzentration bis 
etwa 2mol und dariiber zutreten lat, so kann in der Mitte jeder intakten 





1 Vgl. auch Loew und Bokorny 1892. 
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Zelle ein einzelner plasmolysierter Protoplast erzielt werden. Obwohl dabei 
der Vakuoleninhalt stark eingedickt wird, so fallt das Inulin noch nicht in 
Form des Sphirokristalls aus. Der Tonoplast ist, solange der plasmolysierte 
Protoplast noch lebt, nicht doppelbrechend. Stirbt aber der Protoplast, wobei 
nur mehr der Tonoplast ,,lebend“ bleibt, so wird sein Inhalt plétzlich doppel- 
brechend. Das Volumen des Tonoplasten verandert sich dabei nicht merklich 
und auch seine Gestalt nicht, so da auf diese Weise in strenger Lokalisierung 
in situ ein vollkommen kugeliger Inulinsphiarit erhalten wird (Abb: 3). Es 
ist dies auch der exakte Beweis dafiir, daR das Inulin nicht im Cytoplasma, 
sondern in der Vakuole enthalten ist. Der Umstand, daf die Spharitbildung 
nicht in vivo, sondern post mortem des Protoplasten erfolgt, spricht wohl 
dafiir, da& beim Absterben des Protoplasten doch auch am ,,iiberlebenden“ 
Tonoplasten (Vakuolenhaut und -inhalt) Verainderungen vor sich gehen. 

Der Plasmolyseversuch laft sich mit dem gleichen Erfolge der Sphirit- 
bildung ebenso wie mit Dahlia auch mit den Epidermiszellen von Cirsium 
durchfiihren. 

Daf Eindickung des Zellsaftes durch Plasmolyse zur Sphiaritbildung von 
in ihm enthaltenen Substanzen fiihren kann, ist leicht verstandlich, paradox 
erscheint es aber, daf in den wasserhaltigen Zellen der kranken Cirsium- 
Blatter anscheinend in vivo schon die Sphiarokristall-Bildung einsetzt. Viel- 
leicht ist dabei die Tropfenbildung im Zellsaft, die der Sphiritentstehung 
vorangeht, von Bedeutung. Es entstehen zuerst meist zahlreiche kleine 
Trépfchen, die sich rasch vergréRern und zusammenfliefen. Es ist dies ein 
Vorgang, den man in den Epidermiszellen vieler Pflanzen (allerdings oft erst 
bei Vitalfarbung mit Neutralrot) beobachten kann*. Der Prozeft wird in der 
Regel als ,,Entmischung bezeichnet, er stellt aber wohl eine Koazervation 
dar. Die Koazervation (Bungenberg de Jong 1932, 1936) beruht darauf, 
da unter bestimmten Umstinden in hydrophilen Solen Entmischungs- 
erscheinungen auftreten kénnen, bei denen sich ein kolloidreicher, fliissiger 
Teil absondert. Fiir diese kolloidreiche Phase wurde, um die Eigenart der 
Entstehung zum Ausdruck zu bringen, die Bezeichnung Koazervat geprigt. 

Wir nehmen nun an, daft in dem wasserarmen Koazervattropfen, der 
sich im Cirsium-Zellsaft gebildet hat, die fragliche Substanz so angereichert 
ist, daf sie zur Spharitbildung neigt. Es soll damit nicht gesagt sein, daft die 
auf solche Weise entstandenen Sphiarite chemisch einheitlich sind und keine 
Beimengungen enthalten. Es sei auch daran erinnert, daf nach Gicklhorn 
(1929: 378) im Zellsaft von Symphoricarpus frische ,,Entmischungskugeln* 
Doppelbrechung zeigen, diese aber. nach einiger Zeit wieder verschwindet. 

Der Unterschied im Verhalten der Epidermis der kranken und der ge- 
sunden Cirsium-Blatter ware darin zu suchen, daft in den gesunden Ober- 
hautzellen der Zellsaft ohne Alteration von auffen nicht zur Koazervation 
(Kugelbildung) schreitet, in den kranken aber schon von selbst. Ob dies in- 


2 Ein besonders giinstiges Objekt zum Studium dieser ,,Entmischung“ im vital 
gefairbten Zellsaft stellen die Oberhautzellen der weiffen Korollenbliatter von Pole- 
monium mexicanum dar. Uber die Bildung von ,,Entmischungskugeln“ siehe u. a. 
Kiister (1935: 360). 
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folge einer héheren Konzentration des Kolloids im Zellsaft der kranken 
Zellen so ist oder aus anderen Griinden (erhéhte Labilitét der Vakuolen- 
fliissigkeit), la&t sich nicht sagen. 

Die Koazervat-Tropfen des Zellsaftes von Cirsium sowie die Sphirite 
zeigen im Fluoreszenzmikroskop blutrote Eigenfluoreszenz. Werden die 
Zellen, in denen sich Tropfen gebildet haben, mit Akridinorange in saurer 
Lésung fluorochromiert, so fluoresziert der offenbar kolloidairmere Zellsafi 
intensiv griin, der darin suspendierte, kolloidreichere Koazervattropfen 
leuchtend rot. Boerner-Patzelt (1951) hat jiingst auf die ,,farbandern- 
den Faktoren bei Fluorochromierung” hingewiesen. Es. kame fiir unseren 
Fall in erster Linie der Konzentrationseffekt in Betracht oder der Hy- 
dratationsgrad, da Rotfluoreszenz durch Dehydratation begiinstigt wird. 
Nach Héfler, Toth und Luhan (1949) ist fiir den Unterschied der 
Fluoreszenzfarbe der Zellkerne die verschiedene Bindung des Fluoro- 
chroms mafigebend, nach Strug- 
ger (1949) handelt es sih um %%4 -, 





- ‘ blaugrin 
einen Konzentrationseffekt. blau .. a a 
Wie friiher erwahnt, dachten Pe, wf ain 

i s.. 3 mi by en sce A « 

wir urspriinglich daran, die bei dleugria 


Cirsium sich bildenden Sphiro- Abb. 4. a) Inulin-Sphirokristall aus Dahlia. 
kristalle seien Inulin-Sphiarite. b) Spharokristall aus Cirsium. Interferenz- 
Fiir Inulin wird zwar das Vermé- farben im polarisierten Licht. 

gen zu fluoreszieren angegeben 

(Pringsheim und Gerngrof 1928), es ist dies aber wohl eine Blau- 
fluoreszenz. : 

Die Untersuchung soll in einer weiteren Arbeit auch auf andere Cirsium- 
Arten ausgedehnt werden. Als ein besonders giinstiges Objekt zum Studium 
der Zellsaftentmischung gibt Gicklhorn (1929: 373) die Hochblatter des 
Bliitenstandes von Cirsium oleraceum an: Bei Plasmolyse mit geeigneten 
Zuckerkonzentrationen tritt im farblosen Zellsaft ein ,,Haufwerk™ hell glan- 
zender Kiigelchen auf, die zu immer gréferen Kugeln zusammenfliefen. 
Von einem Kristallinischwerden dieser Tropfen berichtet Gicklhorn 
nichts und auch wir sahen in der Epidermis der Blatter dieser Cirsium-Art 
keine Spharitbildung. 

Die Tropfen und Sphirite in den Epidermiszellen von Cirsium arvense 
verschwinden unter Rotvioletifarbung in a-Naphthol-Schwefelsaure; dies 
konnte dafiir sprechen, daft sie doch aus Inulin bestehen, jedoch kommt nur 
eine diffuse Farbung zustande. Kalzium-Phosphat-Sphiarite diirften es 
auch nicht sein, da sie sich in konzentrierter Salpetersiure nicht lésen (K oh] 


- 1889). In optischer Hinsicht entsprechen die Cirsium-Sphiarokristalle nicht 


denen des Inulins, da sie zwischen gekreuzten Nikols zwar beide das dunkle 
Kreuz, aber nicht mit gleicher Orientierung der Achsen zeigen (Abb: 4). 
Morphologisch ahnlich sind die Spharite von Cirsium mit Hesperidinkristal- 
len (Pfeffer 1874) *, doch lésen sie sich in Ammoniak nicht mit gelber Farbe. 


* Die Bildung von Hesperidinsphiriten hat Pfeffer bei Zusatz von Alkohol 
oder Glyzerin in Fruchtzellen von Citrus-Arten beobachtet. Die auferordentliche 
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Es gibt allerdings auch viele ,,Hesperidin-ahnliche Stoffe‘ (Tunmann- 
Rosenthaler 1931: 62) mit anderen Léslichkeitsverhialtnissen. Die Cirsium- 
Gebilde verschwinden in 5% Eisenchloridlésung nach vorhergehender grau- 
griiner Verfarbung. In heiffem Wasser sind sie nicht léslih. Tunmann 
(1910, 1931) hat auf die Schwierigkeiten der eindeutigen Identifizierung von 
Inulin-Sphariten hingewiesen. Uber das Vorkommen von Kalzium-Phosphat- 
Sphiaroiden in lebenden Zellen hat Zimmermann (1890: 311) berichtet. Es 
wire von Interesse, ob auch solche Sphirite aus Zellsaft-Koazervat-Tropfen 
entstehen. Es scheint dies méglich zu sein, denn Hansen (1888: 105) hat 
iiber die Art, wie diese zustande kommen, folgendes ausgesagt: ,,[n der Tat 
entstehen die Sphiaritkristalle als Tropfen. Wirkt der Alkohol schnell ein, 
wie dies bei den mikroskopischen Schnitten der Fall ist, so entstehen un- 
zahlige kleine Tropfen wie bei einer Emulsion. Beim langsamen Eindringen 
des Alkohols findet in den Zellen die Bildung von wenigen grofen Tropfen 
statt. Das Festwerden der Sphiarokristalle ist ein einfacher Kristallisations- 
prozeft.* 

Die Frage nach der chemischen Natur der Cirsium-Sphirite steht jeden- 
falls noch offen; dariiber soll nach weiteren Untersuchungen spiter berichtet 
werden. In dieser Mitteilung sollte ja vor allem die Frage aufgeworfen 
werden, ob Entmischung (Koazervation) des Zellsaftes fiir die Entstehung 
von Sphirokristallen von Bedeutung sein kann‘; fiir die Bildungen in den 
kranken Cirsium-Blattern in einem bestimmten Entwicklungsstadium der 
Pflanze scheint dies so zu sein, dagegen gehen in den Epidermiszellen der 
gesunden Blatter die Koazervattropfen offenbar nicht unmittelbar in 
Sphirite iiber, diese bilden sich vielmehr in grofter Zahl erst nach dem 
Schwinden der experimentell hervorgerufenen Tropfen. 


Zusammenfassung 


In den Epidermiszellen des Laubblattes von Cirsium arvense kénnen in 
der Vakuole Sphirite entstehen. Sie bilden sich, nachdem vorher im Zell- 
saft durch Enimischung Koazervattropfen auftreten. Die Entmischung des 
Zellsaftes erfolgt in den Epidermiszellen kranker Blatter ,,von selbst“, in 
denen gesunder Blatter erst bei Alteration verschiedener Art. : 

Die Cirsium-Sphiarite sind doppelbrechend und zeigen eine intensive 
rote Eigenfluoreszenz. Mit Akridinorange vital fluorochromiert, fluoresziert 
der Zellsaft im sauren Bereich intensiv griin, die Koazervattropfen sowie die 
Sphirite dagegen fluoreszieren leuchtend rot. 

Die chemische Natur der Sphirite steht noch nicht fest, médglicherweise 
sind es hesperidinahnliche Stoffe. 


Menge dieser Kristalle scheint ihm schon ein Beweis zu sein, da das Hesperidin 
nidit im Protoplasma, sondern im Zellsaft (urspriinglich gelést) vorkommt. Man 
kann, wie wir sahen, das Auftreten der Hesperidinkristalle an Blatt-Epidermis- 
Schnitten von Citrus Limonia schon im Wasser erzielen. Auch in diesem Falle treten 
zuerst in grofer Zah] Entmischungskugeln auf. 

* Auf die Vorstellung, die Wieler iiber die Bildung von Sphiriten entwickeit 
hat, sei nur verwiesen. 
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In plasmolysierten Parenchymzellen der Dahlia-Knolle wandelt sich der 
ganze inulinreiche Tonoplast in situ in eine Sphiritkugel um, und zwar erst 
post mortem des Protoplasten. 
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(Eingelangt am 10. Juli 1951) 


1. Einleitung 


Die Euglenaceen nehmen unter den Protisten eine Sonderstellung ein. 
Sie sind griin und autotroph und ernihren sich also nach Art der Pflanzen. 
Sie haben keine eigentliche Zellwand; Plasmolyse, d. h. Loslésung des leben- 
den Protoplasmas von der umgebenden Membran (der Pellicula) durch 
wasserentziehende Mittel gelingt unter keinen Umstinden. An Stelle der 
rings von Plasma umschlossenen, den Turgordruck bedingenden Vakuole 
der lebenden Pflanzenzelle findet sich nur cine grofe, durch einen Kanal 
(Membrantrichter) nach aufen miindende ,,Hauptvakuole“ (= ,,Reservoir’), 
an welche eine oder mehrere kleine, pulsierende ,,Nebenvakuolen“ grenzen, 
die ihren Inhalt in gewissem Rhythmus in die Hauptvakuole ergiefen. Die 
osmotische Organisation von Euglena entspricht also mehr derjenigen tieri- 
scher Protisten (vgl. z. B. Doflein-Reichenow, S. 167). 

Seit der grundlegenden Untersuchung von K lebs (1883, vgl. S. 248—250), 
die in der neueren plasmaphysiologischen Literatur die ihr gebiihrende Be- 
achtung wohl noch kaum gefunden hat, ist iiber die osmotischen Eigenschaf- 
ten bei Euglena verhaltnismaftig wenig gearbeitet worden. Yasuda (1899) 
berichtet, daft Euglena viridis noch Liésungen von 15% (0,43 mol) Rohrzucker 
oder 2,4% (0,24n) KNO, aushialt. Pierre Dangeard (1924, S. 297, 1928) hat 
durch Vitalfarbung mit Neutralrot und Cresylblau gezeigt, da® aufer den 
am vorderen Zellende lokalisierten pulsierenden Vakuolen bei Euglena 
zahlreiche kleine, unter 2 «4 groe Vakuolen im Plasma eingebettet sind, die 
somit fiir den osmotischen Austausch in Betracht kommen. 

Beziiglich des reichen speziellen Schrifttums iiber die Eugleninen sei auf Senn 
(1990); P. A. Dangeard (1902), Lemmermann (1910), Mainx (1928) und auf 
die jiingste zusammenfassende Darstellung bei Fritsch (1948) verwiesen: 

Formwechsel und Metabolie der Zellen sind bekanntlich von Art zu Art kenn- 
zeichnend verschieden. Dariiber liegen zahlreichhe Beobachtungen vor. Mainx 
(1928), der zw6lf Euglena-Arten in Reinkultur zog, hat den Formwechsel bei Kultur 
auf Agaroberflachen und in Néahrlésungen eingehend beschrieben. Nach seinen 
Erfahrungen ruft allgemein ein plétzlicher Wechsel der Auftenbedingungen Ande- 
rungen der Zellform hervor, wahrend auch starke Verinderungen gewisser Milieu- 
faktoren spurlos voriibergehen, wenn sie ganz allmahlich erfolgen (I. c. S. 388). 
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Mainx betont mit Recht, da bei Euglena Schhwimmform und Ruheform bzw. 
palmelloide Formen gleichberechtigte Entwicklungszustinde sind und daf letztere 
nicht mit ,,.Enzystierung und mit durch Nahrungsmangel hervorgerufenen De- 
pressionszustainden verwechselt werden diirfen. 

Wie schon Dujardin (1841), Stein (1878), Klebs (1883, 1895) feststellen, 
werden die metabolischen Bewegungen durch eine koniraktile Schicht wandstiandigen 
Protoplasmas ausgefiihrt. Als ,,Periplast“ (Klebs 1893, S. 272) wird in der neueren 
Literatur (Fritsch 1948, S. 12, 91, 725) die mehr oder minder feste Zellumhiillung 
einerseits metaboler, anderseits nicht formverianderlicher Zellen beschrieben. Der 
Periplast ,,is distinguished from a cell-wall by the fact that it normally divides with 
the protoplast“. In diesem Sinn umfaft der Periplast von Euglena Pellicula und kon- 
traktile Wandplasmaschicht. 

Die phototaktischhen Bewegungen bei Euglena sind aufs eingehendste untersucht 
worden (Jennings 1910, Oltmanns 1917 u. a.) und sind bestens bekannt. Nega- 
tive Geotaxis ist fiir Euglena gracilis von Schwarz (1885) nachgewiesen, negative 
QOsmotaxis wird fiir dieselbe Art erwaihni. Negative Photokinese hat Bolte (1920) 
fiir verschiedene Flagellaten, auch fiir die Eugleninen Phacus und Lepocinclis an- 
gegeben. Sie kommt sicher auch bei Euglenen vor; doch sahen Ternetz (1912), 
Pringsheim (1912) und Mainx (1927) in Kulturen von E. gracilis die Shwimm- 
faihigkeit im Dunklen fast unbegrenzt erhalten bleiben. Sorgfaltige Untersuchungen 
iiber Wanderungen und Formwechsel einer Euglena (deses?) an einem in der 
Gezeitenzone liegenden, periodisch iiberschhwemmten Flufufer hat Bracher (1919) 
angestellt. 

Jiingst konnte Edmund Weber galvanotaktische Bewegung, welche die Zelle 
zum negativen Pol fiihrt, fiir Euglena olivacea nachweisen. 

Wir haben in den Sommern 1938 und 1940 in dem von A. Pascher gegriindeten 
biologischen Laboratorium der Kurstadt Franzensbad eine griéfere Versuchsreihe 
mit einer im Mineralmoor der Soos hiufigen, groRen Euglena sp.1 durchgefiihrt. Es 
war dies eine Form, die durch ihre Salzresistenz fiir osmotische Studien besonders 
geeignet erschien und die uns auch, wohl erstmalig, gewisse Erscheinungen der Er- 
holung und des Wiederprallwerdens der Zellen in den Salzlésungen beobachten 
lie8, die auf der Durdchlissigkeit des Periplasten fiir Salze beruhen diirften 
und Schliisse auf die Permeabilitét zulieBen. Wir hatten Herrn Prof. Pascher, 
der 1940 zu kurzem Besuch in Franzensbad weilte, einige entscheidende An- 
regungen zu danken; doch ist jene Versuchsreihe bisher unveréffentlicht geblieben. 

Im April 1945 ergab sich die Gelegenheit, die Untersuchung neu aufzunehmen. 
In Weihern und Graben am Studentenwald siidlich von Bayreuth trat eine Euglena, 
die wohl zu viridis, var. olivacea Klebs zu stellen ist, in Massenvegetation auf. Sie 
sei im weiteren als Euglena olivacea® bezeichnet. Nach dem ungewoéhnlich 


1 Wie uns Prof. A. Pascher damals mitgeteilt hat, handelt es sich um eine 
unbestimmte und wahrscheinlich nicht beschriebene Art. — Die Algen des Soos- 
moores sind von Legler (1939) und Brabez (1941) eingehend bearbeitet worden. 

> Euglena viridis, var. olivacea Klebs scheint mehrere Formen zu umfassen. 
Schmitz (1884, S. 32) hat die E. olivacea zur Art erhoben, doch bemerkt schon 
Dangeard (1902, S. 44), da& Schmitz’ Beschreibung mit der von Klebs nicht 
iibereinstimmt. Lemmermann (1910) fiihrt demgemaf& die Beschreibungen von 
E. viridis, var. olivacea Klebs und E. olioacea Schmitz nebeneinander an. 

Euglena olivacea ist schlanker als echte E. viridis. Unsere Form ist in Shhwimm- 
stellung 60—70 u lang und 11,5—14 u breit, also fiinfmal so lang wie breit; das stimmt 
mit den Mafen von Schmitz: 68 lang, 14 breit, gut iiberein. Die Chromato- 
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warmen und sonnigen April 1945 war diese Euglena zu solcher Masse entwickelt, 
daf ihre Zellen, zu geeigneter Tageszeit beobachtet, das Wasser oft griin firbten 
und aller Uferschlamm und Auftrieb von dichten griinen oder dunkelgriinen 
gallertigen Krusten des Flagellaten, der jetzt alle andere Vegetation erstickte, be- 
deckt war. Abgeschabte Teile der Euglenendecke wurden in Flaschchen mit Teich- 
wasser iiberschichtet und dunkel eingebracht; alle Zellen kamen so in Schhwimm- 
bewegung. Gleiche Schlammdecken, ohne Befeuchtung untersucht, lieferten ruhende 
Zellen, von denen sich bald viele im Beobachtungstropfen streckten und zu schwim- 
men anfingen. Wenn schwimmendes Material am Licht gehalten wurde und die 
Zellen sich zur Ruhe setzten, bildeten sich oft vielschichtige Kahmhiaute an der 
Wasseroberflache, und solches Material war dann viel schwerer wieder zur aktiven 
Bewegung. zu erwecken. Die annihernd kugeligen Ruhezellen dienten uns gelegent- 
lich zu Versuchen, worin wir sie mit gestreckten, schwimmenden Euglenen ver- 
glichhen. An Glaswinden emporgestiegene Euglenen zeigten in Licht Ruhestellung 
ahnlicher Form, doch waren hier tote, eingetrocknete Zellen beigemischt. 

Die Algen wurden von dem kaum 1km von unserer Arbeitsstitte entfernten 
Standort am Morgen der Versuchstage eingebracht. 


2. Verhalten der Zellen bei osmotischem Wasserentzug 


Wir gingen daran, das Verhalien der Art bei Behandlung mit osmotisch 
wasserentziehenden Lésungen zu studieren. Die Anwendung von Salz- 
lésungen, wie sie bei Euglena sp. aus dem Mineralmoor Soos bei Franzens- 
bad verwandt worden waren, erschien der Siifwasserform gegeniiber be- 
denklich. Als Osmotika wurden daher Traubenzuckerlésungen abge- 
stufter Konzentration verwendet. Die volumnormale Stammlésung 
von 2mol wurde im Mefkolben mit dest. H,O aufgefiillt, die Verdiinnung 
mit filtriertem Standortwasser vorgenommen. Das silikat- und tonreiche 
Wasser wird dabei etwas verdiinnt, was aber sicher unbedenklich ist, da 
ahnliche Verdiinnungen bei jedem Regen erfolgen. Die Herstellung der 
Stammlésung mit H,O und jeweilige Verdiinnung mit Originalwasser 
empfiehlt sich, da die Zuckerlésungen im Teichwasser nicht lange haltbar 
sind. Die Zuckerlésung wurde entweder unter gestiitztem Deckglas zu- 
flieBen gelassen oder einem kleinen, den Raum unter dem Deckglas nicht 
ausfiillenden Tropfen mit Euglenen zugesetzt (vgl. die bei Huber und 
Héfler 1930, S. 359, beschriebene ,,Eiliechnik“). Wo genauere Konzentra- 
tionen verwendet werden sollten, brachten wir kleine Mengen des Algen- 
materials in grofe Tropfen der Lésung- ein, was aber doch eine unkontrollier- 
bare Verdiinnung der Untersuchungsfliissigkeit zur Folge hat. Quantitativ 
laRt sich arbeiten, wenn man mit Hilfe zweier Mikropipetten 1 : 100cm? 


phoren von E. olivacea haben zum Unterschied von E. viridis mehr minder deut- 
lichhe Pyrenoijde. Ferner fiel uns die lang und farblos ausgezogene Schwanzspitze 
gegeniiber ‘typischer E. viridis auf. Sie findet sich iibrigens auch bei Dangeards 
E. viridis, var. olivacea wieder. Euglena viridis steht uns in Wien alljahrlich im 
Friihjahr zur Verfiigung. Von der Bayreuther Form, mit der wir 1945 arbeiteten, 
liegen uns Photos oder Dauerpriparate nicht vor. Wir miissen uns daher die nahere 
Kennzeichnung unserer Versuchspflanze innerhalb des Verwandtschafiskreises von 
E. olivacea-viridis noch vorbehalten. 
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entsprechende Volumina des euglenenhaltigen Wassers mit der Stammlésung 
verdiinnt oder besser mit einer durch Mischung derselben mit “Standort- 
wasser angefertigten Ausgangslésung von 1 mol Traubenzucker; eine Lésung 
von 0,4mel wird derart durch Mischen von 0,8cm’ molarer Zuckerlésung 
mit 1,2cm? Euglenenwasser hergestellt. 

Wir brachten bewegliches Euglenenmaterial in Traubenzuckerlésungen 
von verschiedener Konzentration. Die Reaktion der schwimmenden Zellen 
auf den osmotischen Schock bietet ein ungemein anziehendes Schauspiel. Es 
erfolgt keine Plasmolyse wie bei zellwandumkleideten Algen, dafiir aber 
eine ihr entsprechende Volumverkleinerung des ganzen Zelleibes, Diese 
ist bei den Euglenen indes mit mannigfachen aktiven Formveranderungen 





Abb. 1. Euglena sp. (Soosmoor), in 0,6 mol Traubenzucker in gestreckter Stellung 
erstarrt, lebend. 


der Zellen verkniipft. Die Formreaktionen sind, wie es scheint, bei unserer 
E. olivacea Klebs mannigfacher als bei E. deses und bei typischer E. viridis 
Ehrbg. 

In 0,40, 0,50 oder 0,60 mol Traubenzucker eingebracht, verschmilern 
sich die meisten schwimmenden Zellen (Abb. 1). Die Anschwellung in der 
Mitte verschwindet, die Zellen werden linear. Das Schwanzende bleibt dabei 
meist spitz ausgezogen. Viele andere Zellen zeigen eine typische Verkiirzung 
und Zusammenkrampfung, die im folgenden als ,,osmotischer Schock™ be- 
zeichnet werden soll. Die Zellen verkiirzen sich dabei bedeutend, zeigen oft 
voriibergehend im Mittelteil eine starke Anschwellung und kriimmen sich 
in mannigfacher Art schraubig ein (Abb. 2), wobei schrag iiber den Zelleib 
verlaufende Falten besonders im Mittelteil der Zellen erscheinen. Solche 
eingekrampfte Zellen sind von denen, die normalerweise in Wasser zur 
Ruhe gelangt sind, deutlich verschieden. Es scheint sich um eine Reizreak- 
tion, d. h. um eine aktive Antwort der Zelle auf den osmotischen Impuls zu 
handeln. Die Wasserabgabe der Zellen, die solcher Formanderung voran- 
geht oder sie begleitet, ist gro, das Volum erscheint stark vermindert. Oft 
sehen aus der schrauben- oder kreiselartig zusammengekriimmten griinen 
Zelle das den roten Augenfleck tragende ,,Képfchen“ und das stumpfer ge- 
wordene verkiirzte ,Sschwanzchen“ als mehr minder farblose Fortsatze her- 
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vor. Sehr oft ist aus der ovalen oder stumpf dreieckigen Kérpermasse nur 
das kurze Képfchen vorgestreckt. Die Zellen ruhen eine Zeitlang noch nicht 
véllig, sondern zeigen langsame amdboide Forminderungen, die durchaus 
den Charakter des Gezwungenen, Krampfartigen tragen. Doch bleiben 
solche osmotisch verkrampfte Zellen grundsitzlich befahigt, sich nachher in 
reinem Wasser wieder auszudehnen und zur normalen Schwimmbewegung 
zuriickzukehren. 


Nach einiger Zeit gelangen in den mittleren Konzentrationen (0,5 bis 
0,7 mol) alle Zellen zur Ruhe oder die meisten ,,erstarren“ und nur ein kleiner 
Prozentsatz behalt die aktive Schwimmbewegung zunidchst noch bei. Die 
gestreckten Zellen sind aber dann stark abgeflacht; saugt man Fliissigkeit 
durch das Praparat, so kommen sie in rollende Bewegung, wobei die je nach 
der Konzentration verschieden weit vorgeschrittene Abplattung deutlich 
sichtbar wird. Es iiberrascht zu sehen, 
daf solche durch Abflachung defor- 
mierte Zellen, die bandférmig, nicht 
wie normal im Querschnitt kreisfér- 
mig, sind, doch noch aktiv schwimmen 
und ihre Geiffel bewegen kénnen. 
Spater fehlen die Geiffeln oft. Man 
sieht an solchen Zellen dann an Stelle 
der normalen raschen Vorwartsbewe- 
Abb. 2. Euglena sp. (Soosmoor), in gung blof ein ganz langsames Krie- 
0,4n NaCl schraubig kontrahiert, lebend. chen, das den Organismus kaum mehr 

vom Platz riicken la&t. Solange die 
Geifel vorhanden ist, erfolgt meist noch ein rasches Hinundherzittern des 
Képfchens. Ist jene abgeworfen, so kriecht die Zelle in der hypertonischen 
Zuckerlésung nur mehr langsam und geradlinig vorwarts. 





Es mége die Beschreibung einiger Einzelversuche folgen, die in der Zeit 
vom 21. April bis 18. Mai 1945 angestellt wurden. Bis zum 5. Mai war die 
Witterung kiihl, am 8. bis 18. Mai herrschte warmes Sommerwetter (T um 
21—23°C), entsprechend war der Ablauf der osmotischen Vorginge und 
physiologischen Wirkungen etwas rascher. 


Versuchsreihe 85, Versuch 99: Alle Zellen in Schhwimmbewegung. Am 
14. Mai um 13.30 Uhr mit 0,6 mol Traubenzucker unmittelbar versetzt (,,Eiltechnik“). 
Schon nach % Minute hért die Shwimmbewegung auf. Doch bleiben die Zellen 
beweglich und zur Forminderung fiahig. Nach 1 Minute kontrahieren sich viele 
Zellen, nach 2 Minuten sind etwa zwei Drittel der Zellen in Krampfstellung, zumeist 
in Kreiselstellung (ahnlich Abb. 2); ein Drittel ist noch gestreckt. Nach 3 Minuten 
ist die Verschmilerung dieser Zellen deutlich geworden. Die Hauptvakuolen treten 
iiberall deutlich hervor. Auch die kontrahierten, verkrampften Zellen sind aber 
noch améboid beweglich. Nach 4—5 Minuten sind die Hauptvakuolen schon stark 
angeschwollen. Nach 6 Minuten ist mehr als die Halfte der Zellen bewegungslos 
und die gestreckt gebliebenen sind gréftenteils stark verflacht. Nach 8 Minuten 
ist alles erstarrt. Die Auszaéhlung beginnt. Von den in sechs Gesichtsfeldern (600fach) 
sichtbaren Zellen sind: 
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gestreckt, blo® verschmilert .......... 9 (8%) 
gestreckt, dabei verflacht und gedreht .... . 39 (35%) 
S| A See Seabee ELEC, re Pee eaiese ets, ene 64 (57%) 


Nach 14 Minuten schwingen im Praparat ganz vereinzelte Zellen (<< 1%) noch 
mit der Geifel, sonst ist, wie in den ausgezihlten Gesichtsfeldern, alles starr. 

Versuch 49: 25. April 1945. Euglenenmaterial aus zuvor verdunkeltem Flasch- 
chen. Gestreckt, in Schwimmstellung. Um 11.30 Uhr flie&t 0,6 mol Traubenzucker- 
lésung langsam zu, wobei die Konzentration im Priaparat allmihlich ansteigt. — Nach 

1 Minute schhwimmen die Euglenen noch oder sie kleben mit dem Schwianzchen 
fest und stellen sich auf. 

1% Minuten: Die Shwimmbewegung hilt an, 

2 Minuten: sie wird langsamer. Eine gestreckte Zelle wird zur Beobachtung 
gewahlt. 

2% Minuten: Sie klebt mit dem Ende fest und wackelt mit dem Képfchen. 

3 Minuten: Sie riihrt sich noch; viele Zellen ringsum sind schon starr. 

4% Minuten: Die Hauptvakuole ist mit verschaérfter Kontur hervorgetreten: 

5 Minuten: Die Zelle beginnt das Képfchen einzuziehen, 

6 Minuten: sie bewegt sich immer noch, 

7 Minuten: sie erstarrt; auch ringsum riihren sich weder die gestreckten noch 
die kontrahierten Individuen mehr. 

9 Minuten: Die stark vergréRerte Vakuole in einer gestreckt gebliebenen Zelle 
mift 9,2 X 85 u. 

Versuch 78: 2. Mai 1945. Ruhende Euglena um 17.50 Uhr in 0,6 mol Trauben- 
zucker eingetragen. Die von Anbeginn runden Zellen schrumpfen, Die Vakuolen 
werden vielfach bald sehr gro®: Nach 2% Minuten mift eine 8,7 4 im Durchmesser. 
Nach 5 Minuten sind sie allgemein hervorgetreten. — Neben dem Haufen ruhender 
Zellen bewegen sich einige in gedrungen gestreckter Stellung. Diese sind nach 
6—8 Minuten stark verschmilert, alle ruhenden sind eingeknickt und knitterig oder 
so stark verflacht, daf die Hauptvakuolen, die ganze Zelldicke einnehmend, sich in 
der Aufsicht als weiffe Kreise oder Ellipsen (z. B. 9X7) vom griinen Grund 
abheben. 

Versuch 91: 12. Mai 1945. 11.30 Uhr bewegliches Material in 0,6 mol Trauben- 
zucker eingetragen und ab 11.3034 Uhr beobachtet. Bewegung verlangsamt. Zellen 
aber nach 1 Minute noch in Schwimmstellung, z. B. 15 4 breit. In der 2. Minute ver- 
flachen sie. Nach 2 Minuten werden die Vakuolen breiter, nach 3 Minu- 
ten messen sie in einer bereits erstarrten Zelle 9,2 X8,7u (pathologisch 
vergréBert!), in einer noch kriechenden 7,4 X 6,9. Nach 4% Minuten sind 
die meisten Zellen starr, in ciner noch langsam kriechenden ist die Vakuole 8,1 X 7,44 
gro%. Die Vakuolen treten wei hervor. Schon nach 534 Minuten ist alles starr. In 
drei Gesichtsfeldern sind 20 Zellen gestreckt und erstarrt, 39 kontrahiert und ver- 
krampft. Weiter folgt keine Veranderung. 

Gut vergleichbar mit Versuch 99 (S. 80) ist der mit gleidiem Material am 14. Mai 
angestellte 

Versuch 100 in 0,30 mol Traubenzucker. Nach der 1. Minute kontrahieren sich 
ebenfalls viele Zellen, aber nur in leichterem Grad. Oft erscheint nur ein stark 
aufgetriebener Wulst um die Zellmitte. Eine gestreckt gebliebene Zelle ist nach 
1% Minuten noch 10,94 breit, nach 2% Minuten nur noch 9.24 breit. 
Sie bleibt gerade, bewegt das Képfchen noch leicht. Nach 4 Minuten ist etwa die 
Halfte der Zellen gestreckt (und zum Teil leicht verflacht), die Halfte osmotisch 
kontrahiert. Nach 5% Minuten kriechen die gestreckten noch, die kontrahierten sind 
schwach amoboid beweglich oder groRenteils unbeweglich. Von den gestreckten, riihrt 

Protoplasma, Bd, XLI/1. 6 
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sich nach 8% Minuten etwa noch ein Drittel. Auch ganz flach gewordene ,,flunder- 
férmige“ Zellen bewegen sich noch. Die kontrahierten sind nach 8—i0 Minuten zu- 
meist bewegungslos, nur ganz vereinzelte bewegen sich noch ganz schwach améboid. 
Die Hauptvakuole ist in 0,3 mol meist klein geblieben, nur in einzelnen verflachten 
Zellen ist sie breiter (bis 9,2“) geworden. Nach 15 Minuten kriechen am Rand des 
Tropfens mehrere Zellen langsam und ganz wenige schwingen noch mit der Geifel. 
Nach 235—30° Minuten sind die meisten Zellen starr, es herrscht aber nicht wie in 
0.60 mol vollstaindige Ruhe, sondern einige Zellen schwimmen in gestrecktem oder 
verflachtem Zustande und etliche stark kontrahierte drehen sich am Fleck lebhaft im 
Kreis. Sie machen z. B. in 1 Sekunde eine Drehung um 360°. Dann und wann iiber- 
schlagen sie sich. Solche Zellen haben trotz der osmotisch verkrampften Form ihre 
aktiv bewegliche Geifel behalten. Auch sonst gibt es nach 30 Minuten wieder mehr 
bewegliche Zellen als nach 15 Minuten. 

Versuch 50. 25, April 1945. Auch in diesem friiheren Versuch waren in 0,30 mol 
Traubenzucker nach 30—35 Minuten wieder viele Zellen beweglich. Einzelne lebhaft 
schwimmende Zellen sind doch deutlich abgeplattet. Das Material verblieb, in dunk- 
ler feuchter Kammer, in 0,30 mol Traubenzucker: Nach 24 Stunden ruhte fast alles 
und spiralige, verkrampfte Formen herrschten vor. Nur eine Zelle im Praparat 
schwamm noch. Nach 9 Tagen lebten die Zellen, die roten Augenflecke waren 
intakt, viele Zellen waren annihernd kugelig und 19,5—23 u breit und sie enthie]l- 
ten jetzt sehr viel Paramylum in Form grofer Kérner, die sich im Dun- 
keln in der Zuckerlésung gebildet hatten *. 

Der folgende Versuch 59a—i vergleicht die Wirkung verschiedener 
Konzentrationen. Das Material wurde am 27. April um 8 Uhr eingesammelt, 
die Lésungsreihe aus 2 mol Traubenzucker und frischem filtriertem Standortwasser 
hergestellt. Das gut bewegliche Material wurde um 11.56—11.57 Uhr in 0,1, 0,2, 
0,3 mol, um 12.14 Uhr in 0,4, 0,5, 0,6 mol und um 13.24 Uhr in 0,7, 1,0 und 1,2 mol 
Traubenzucker eingetragen; dabei mufte eine leichte Verdiinnung um 5% (— 10% ?) 
der angegebenen Konzentrationen in Kauf genommen werden. 

In 0,1 mol Traubenzucker blieben die Zellen beweglich und ein grofer Teil zeigte, 
einseitig belichtet, normale Phototaxis. 


In 0,2 mol bewegten sich nach 12 Minuten manche Individuen und kamen vor- 
wirts, die Mehrzahl war osmotisch leicht kontrahiert. Nach 70 Minuten schwimmen 
unter 150 Zellen noch 20, 125 ruhen und sind kugelig oder oval, nur 3 Zellen sind tot. 

In 0,3 mol ist die osmotischhe Wirkung deutlich. Nach 5 Minuten bewegen sich 
die meisten Zellen langsam oder sitzen mit dem Hinterende fest und vibrieren mit 
dem Képfchen. Viele sind halbkontrahiert, etlichke davon zeigen vergréRerte Haupt- 
vakuolen. Nach 9 Minuten beobachtet, ist der gréfte Teil der Individuen um die 
Mitte deutlich osmotisch kontrahiert. 


In 0,4 mol ist die Wirkung wesentlich verscharft, nach 10—12 Minuten sind viele 
Zellen gestreckt und verschmiilert; sie ,.wollen schhwimmen“, manche kommen noch 
langsam vorwarts mit einer Geschwindigkeit von 1% bis héchstens 2% u pro Sekunde. 
Einzelne haben ihre Geifeln noch und wackeln mit dem Vorderende. Die Minderzahl 
der Individuen ist osmotisch verkrampft, aber auch nach 19 Minuten bewegen sich 
alle Zellen noch irgendwie. Die Hauptvakuolen sind sichtbar, aber klein 
geblieben, meist oval, nicht iiber 7“ lang. Nach 34 Minuten ist die Mehrzahl der 
Zellen kreisel- oder schraubenartig verkrampft. Gestreckt gebliebene bewegen sich 
noch ganz langsam. 


Mainx, 1927, S. 382f. 
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In 0,5 mol sind die Zellen nach 6 Minuten grofenteils noch langsam beweglich. 
Viele sind gestreckt und verflacht. Keine dreht sich mehr um die Langsathse. Etliche 
zeigen aber noch die kreisende Bewegung in Mondstellung mit bauchig vorgewolbter 
Innenflanke, ahnlich wie sie eingangs fiir normale, aus der Ruhe erwachende Zellen 
beschrieben wurde. Nach 8 Minuten sind die Vakuolen vielfach starker ver- 
gréRert als in 0,4, oval, um 9» breit. Eine beobachtete Zelle verkiirzt und verflacht 
sich nach 11 Minuten. Fast alle stehen jetzt still und kommen nicht mehr vom Fleck. 
Nach 27 Minuten sind die gestreckten Zellen stark verflacht, blo& 2 Zellen im Pra- 
parat wackeln und riicken noch vorwirts (Héchstgeschwindigkeit 6“ pro Sekunde); 
in ihnen ist die Hauptvakuole mittelgro® geblieben (8 X 5.8 4). 

In 0,6 mol stehen schon nach 14%—3 Minuten viele Zellen fest oder sie drehen 
sich langsam im Kreis. Viele sind gestreckt geblieben. Nach 20 Minuten bewegen 
sich die gestreckten zum Teil, kommen aber fast nicht oder gar nicht mehr vom Fleck, 
Die meisten sind stark osmotisch verschmilert. 

Nach 40 Minuten erfolgt die im folgenden wiedergegebene Auszihlung. Reich- 
lich die Halfte der Zellen ist jetzt osmotisch verkrampft, der kleinere Teil ist gestreckt 
geblieben. Ganz wenige davon kriechen noch langsam. 

Bei der folgenden Auszaéhlung der Typen unterschieden wir normal schwim- 
mende, — kugelig oder oval ruhende, — gestreckte, langsam oder nicht mehr beweg- 
liche, — osmotisch verkrampfte Zellen und schlieBlich tote bis mandelférmig ent- 
spannte (vgl. S. 97). 


Euglena olivacea, osmotische Resistenz. 





Mol Traubenzucker 0,2 0,4 0,6 0,2 | 0,4 | 0,6 
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In 0,7 mol stehen schon nach 144—2 Minuten die Zellen still oder sie kriechen nur 
noch langsam. Manche kontrahieren sich und verkrampfen eben. Bald erstarren 
alle Zellen. Nach 1 Stunde riihrt sich nichts. Etwa ein Drittel der Individuen ist in 
gestreckter, zwei Drittel sind in osmotisch verkrampfter Stellung zur Ruhe ge- 
kommen. 

In 1,0 mol erfolgt die Reaktion etwas rascher, doch ahnlich. 

In 1,2 mol wurde nach 4—6 Minuten beobachtet: Die meisten Zellen sind starr. 
Die Hauptvakuole ist zumeist schon grof (z. B. 9 X 7»). Viele gestreckte Zellen sind 
stark flach gedriickt mit spiralig verlaufenden Falten, wenige kriechen noch trotz 
starker Verschmilerung. In einer solchen schwillt nach 8 Minuten die Hauptvakuole 
auf 10,47 an und zugleich hért die Bewegung auf. Nach 1 Stunde riihrt sich 
nichts mehr. Etwa die Halfte der Zellen ist in langgestreckter Stellung (z. B. 73 X 
8.5 u), die Halfte in osmotisch verkrampfter Stellung erstarrt. — 


6* 
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Auch nach 2—3% Stunden gibt es bis in 0,3 mol noch kriechende und in 0,4 mol 
noch ganz vereinzelte bewegliche Zellen. Von 0,5 mol aufwarts ist die osmotische 
Erstarrung allgemein erfolgt. 

Phototaktische Reaktion der Zellen hat im Reihenversuch nur in 0,1 mol Trauben- 
zucker stattgefunden. 


Von besonderem Interesse ist das Schicksal der Hauptvakuole 
wihrend der osmotischen Wasserentziehung. Dariiber hat bereits Klebs 
die ersten wichtigen Beobachtungen mitgeteilt. Wir hatten die Vorginge bei 
Euglena sp. aus dem Soosmoor ausfiihrlich verfolgt (Abb. 3). Reagiert unsere 
E. olivacea auch minder einheitlich, so lieB sich doch bei einem grofen Hun- 
dertsatz der Zellen die Grunderscheinung wiederfinden: wihrend die Zelle 
schrumpft und an Volumen abnimmt, erfahrt die Hauptvakuole eine deut- 
liche VolumvergréRerung. Dabei treten ihre Wandungen mit verscharfter 
Kontur hervor und die Umrisse werden elliptisch oder kreisférmig*. Es 





Abb. 3. Euglena sp. (Soosmoor), seit 10 Minuten in 0,3 n NaCl. 
Hauptvakuole (= Reservoir) michtig angeschwollen. Zelle lebt. 


handelt sich um eine verstarkte Oberflachenspannung und Rundungsiendenz, 
wie sie auch von den Tonoplasten typischer Pflanzenzellen her bekanni ist. 
Der zunichst aparte Gegensatz im Verhalten des schrumpfenden Zelleibes 
und der anschwellenden Hauptvakuole erklirt sich wohl so, da von auBen 
durch den Einfiihrungskanal osmotisch wirksame Lésung in 
die Hauptvakuole eindringt, die nun ihrerseits dem iibrigen 
Zelleib osmotisch Wasser entzieht und dabei anschwillt. 


Es ist nun eine auffiallige und gerade im Vergleich mit der halobionten 
Franzensbader Form markante Erscheinung, daft bei unserer SiiRwasserart 
die Verainderung der Hauptvakuole im Diosmotikum auf zweierlei Art er- 
folgen kann: in manchen Zellen schwillt die Vakuole zu enormer Gréfe an. 
Die Mehrzahl der Zellen laRt dagegen so starke pathologische Verinderun- 
gen im Hypertonikum nicht erscheinen, sondern die Vakuolen schwellen 
zwar etwas an, treten optisch mit verschirften Konturen hervor, runden 


* Gicklhorn (1921, S. 128) hat VergréRerung und verscharfte Konturierung der 
Hauptvakuole von Euglenen durch Behandlung mit Tannin + Glyzerin (1 : 4) erzielt. 
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sich, werden aber doch nicht gréfer als etwa 7(—8) uw. Uber die Konzentra- 
tionsabhingigkeit der Vakuolenschwellung gibt der oben mitgeteilte Versuch 
schon einigen Aufschluf. 

Oft fallt das Aufhéren der aktiven Bewegung der Zeilen in den Zucker- 
lésungen mit dem Anschwellen der Hauptvakuole zeitlich zusammen. 


3. Reversibilitat 


Wir haben im weiteren vor allem der Frage nach der Reversibilitat der 
beschriebenen osmotischen Wirkungen unsere Aufmerksamkeit zugewandt. 

Nach 10—15 Minuten sind in den Konzentrationen von 0,6 bis 1,0 mol 
Traubenzucker praktisch alle Zellen erstarrt. Wird nun durch solche Pra- 
parate neuerlich Standortwasser durchgesaugt, so schwellen die meisten 
Zellen wieder langsam osmotisch an. Ihre Beweglichkeit erlangen sie dabei 
fiirs erste nicht wieder. Wir iibertrugen ein durch 9 Minuten in 0,6 mol 
Traubenzucker behandeltes Euglenenmaterial, das zur vélligen Erstarrung 
gekommen war, von der Zuckerlésung in reines Wasser und hielten es iiber 
Nacht in der feuchten Kammer verwahrt. Am niachsten Vormittag fanden 
wir zu unserem Erstaunen die meisten Zellen wieder voll beweglich und den 
Grofteil von ihnen am Lichtrand des Praparates angesammelt. Daraus geht 
hervor, da der starke osmotische Wasserentzug, der alle Zellen zur Er- 
starrung gebracht hat, doch von den Euglenen schadlos ertragen wird. Die 
gestreckten, schwimmenden Zellen unterschieden sich in nichts von unbehan- 
delten Konirollen. 

Die Beobachtung veranlaBte uns, die osmotische Resistenz von 
Euglena olivacea planmafig zu untersuchen. In der eingangs beschriebenen 
Weise wurden mit filtriertem Standortwasser wieder Lésungsreihen von 0,1 
bis 1,6mol Traubenzucker angefertigt und einerseits bewegliche, anderer- 
seits ruhende, abgekugelte Euglenen fiir etwa 15 Minuten darein gebracht. 
Dann wurde durch reichliches und wiederholtes Nachsaugen von Standort- 
wasser der Zucker entfernt. Die Euglenen waren so reich in jedem Tropfen 
vorhanden, dafi der Verlust durch weggespiilte Zellen nicht ins Gewicht fiel. 
Die Versuche wurden am spateren Nachmittag eingeleitet, die Praparate- 
reihen iiber Nacht in feuchter Kammer gehalten, am Morgen einseitiger Be- 
lichtung ausgesetzt und nach einigen Stunden durchmustert. 


Versuch 60 und 61. 27./28. April 1945. 


a) Bewegliches (am Lichtrand grofer Tropfen gesammeltes) und b) ruhen- 
des (in Lichtstellung abgekugeltes) Euglenenmaterial am 27. April, 17.30 bis 18 Uhr, 
fiir etwa je 15 Minuten in die Traubenzucker-Lisungsreihe eingebracht. Priaparate 
dann durch Durchsaugen frischen filtrierten Standortwassers griind- 
lich ausgewaschen, iiber Nacht in dunkler feuchter Kammer, am 28. April, 
7.20 Uhr einseitigem Licht ausgesetzt, 9 bis 12.30 Uhr untersucht. 

Aus 0,2mol Traubenzucker: Im Praparat a) um 9.05 Uhr die meisten Zellen 
schwimmend, wenige in Igelstellung, die Gei&eln bewegen sich; in b) schhwimmen 
manche, die meisten ruhen in unregelmafig kugeliger, ovaler oder birnférmiger 
Stellung, Pyrenoide deutlich, alles lebt. 


Aus 0,3 mol: alles lebt, Pyrenoide auch in den ruhenden Zellen deutlich. 
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Aus 0,4mol: alles lebt, Zellform in a) gréRtenteils etwa kugelig, in b) oval bis 
anndhernd (nie mathematisch) kugelig. Pyrenoide iiberall schén. — Vakuolen klein 
und undeutlich (ausnahmsweise ist in a) in einer junggeteilten, 25 X 21 grofen 
Zelle die Hauptvakuole noch grof, 10,4 breit, sie erscheint farblos auf griinem 
Grund). 

Aus 0,5 mol: Bild ahnlich; in a) viel gestreckte schhwimmende Zellen, die ruhen- 
den unregelmafig oval oder trinenférmig, nicht kugelig. Pyrenoide sehr deutlich. 
Kreisel- oder spiralférmige Zwangsformen haben sich in Wasser nicht erhalten. In 
b) auch viel gestreckt-bewegliche Zellen, viel ruhende, diese meist annihernd kugelig. 

Aus 0,6 mol: die Zellen leben. In a) etwa ein Drittel bis zur Halfte in Bewegung, 
etwa die Hialfte bis zwei Drittel ruhend und hier groRenteils noch osmotisch 
verkrampft. In einer solchen Zelle wurde das Erwachen der Bewegung im Licht- 
kegel des Mikroskops beobachtet. Die Zelle schhwimmt schlieflich (nach 120 Minuten) 
weg, ist aber nicht ,,turgeszent“. Phototaktischhe Ansammlung der Euglenen am 
Lichtrand in den am Vorabend in 0,2—0,6 mol behandelten Praparaten iiberall sehr 
deutlich. — In b) ist die itiberwiegende Mehrzahl der Zellen in Ruhestellung ver- 
blieben. 

Aus 0,7 mol: alles lebt, Zellen zum Teil beweglich, zum Teil ruhend. In a) haben 
auch osmotisch verkrampfte Formen noch guie Pyrenoide. Auch noch schwache 
phototaktische Ansammlung. 

Aus 0,8 mol: in a) schhwimmen manche Zellen, die anderen ruhen, sie sind mehr 
minder osmotisch kontrahiert und grofenteils lebend. Augenfleck erhalten, Zellen 
aber verhaltnismaéfig klein, z. B. 28 u lang, 16 breit. Die Hauptvakuolen meist in 
Wasser wieder klein und undeutlich geworden, in ganz vereinzelten grof geblieben, 
z. B. 13,9 X 12 in einer 25 X 20,8 grofen Zelle. Ein kleiner Teil der Zellen ist 
tot. — In Priparat b) zeigt etwa ein Drittel bis zur Halfte der Zellen Bewegung 
irgendwelcher Art. Die anderen ruhen. Die lebenden ruhenden sind nie genau 
kugelig! Es lebt praktisch alles. Die Resistenz ist also im Material b) noch etwas 
besser als in a). 

Aus 0,9 mol: etwa 10% der Zellen bewegen sich in gestreckter Schwimmstellung. 
Sie erscheinen normal. Die ruhenden Zellen leben zum guten Teil. Im Lichtkegel 
des Mikroskops rollen sich manche Kugeln auf, kleben anfangs mit dem Hinterende 
an der Unterlage fest, dann beginnt die Drehung um die Lingsachse. 


Aus 1,0mol: etwa 10% der Zellen in Bewegung, die anderen ruhen. Von den 
bewegungslosen ist hier aber der gréfere Teil tot: die Augenflecke sind ver- 
schwunden, die Plastiden sind vielfach schollig degeneriert. Die Form dieser Zellen 
ist entweder prall kugelig bis oval oder zweispitzig, oval mit stumpfem Spitzchen 
usw. — Die Auszihlung zweier Gesichtsfelder (300fach) ergab: 17 lebende bewegliche, 
14 lebende ruhende, 47 tote Zellen. 

Aus 1,20 mol: Im Priparat a) schwimmen um 9.25 Uhr 1—2% der Zellen in ge- 
streckter Stellung, von den iibrigen ist die Mehrzahl tot. Diese Zellen sind vielfach 
genau kugelig, um 21—23 u breit, ohne Augenfleck, mit scharf sichttbaren Paramylum- 
kérnchen. Oder manche sind oval, entspannt und grof, z. B. 23 X 29“, andere sind 
mandelférmig usw. Degenerierende Zellen haben braune Trépfchen an Stelle des 
roten Augenflecks. Lebende Zellen, mit Augenfleck, setzen da und dort die améboide 
Bewegung fort, manche erscheinen teilweise riickgedehnt, einige sind in Wasser 
klein geblieben, manche von diesen haben die riesige Hauptvakuole erhalten (in einer 
23 X 18 grofen Zelle mif&t die ovale Hauptvakuole 16 X 13,8 »). 

Im Priparat b) shwimmen auch wenige Zellen, die ruhenden sind meist kugelig, 
zum kleineren Teil lebend, zum gréferen tot. Die lebenden haben unver- 
ainderten roten Augenfleck, intaktes Chlorophyll, noch kenntliche 
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Pyrenoide und undeutliche, nicht scharf gezeichnete Paramylum- 
kérner. Die toten sind gréfer, haben keinen Augenfleck mehr oder 
blo& braune Reste davon, die Chloroplasten sind geballt und lassen 
farblose Liicken zwischen sich frei; Paramylumké6rner sind scharf 
gezeichnet. 


Um 12.20 Uhr wurde nochmals untersucht. Lebenszustand wie friiher. Um die 
ruhenden Zellhaufen haben sich nun doch Hunderte von Zellen in Bewegung gesetzt. 
In einem Gesichtsfeld schhwimmen 9 unter etwa 140 Zellen. Vom unbeweglich ge- 
bliebenen Rest ist die iiberwiegende Mehrzahl tot. 


Zum folgenden Reversibilitits-Versuch 69 (29,/30. April 1945) wurde 
Euglenenmaterial verwendet, das vorher durchwegs beweglich war und dann 5 Stun- 
den am Licht gestanden hatte; hier hatten sich die meisten Zellen zu dichter, viel- 
schichtiger Kahmhaut an der Wasseroberfliche gesammelt. Um 18 Uhr wurden 
Stiicke davon fiir etwa 15 Minuten in die groRen Tropfen der Zuckerlésung verteilt. 
Der Zucker wurde dabei so wenig verdiinnt, da& die Konzentrationen als quantitativ 
gelten kénnen. Nachher wurde, wie in der friiheren Reihe, mit Standortswasser gut 
ausgewaschen, am folgenden Morgen kamen die Priaparate um 8.45 Uhr ans Licht, 
um 9.45 bis 13 Uhr wurde untersucht. 


Aus 0,60 mol Traubenzucker: alles lebt. Etwa 5% der Zellen schwimmen, 95% 
klumpig zusammengezogen, schwach améboid oder unbeweglich, verhaltnismafBig 
klein geblieben, z. B. 21 X 164; manche Zellen schwingen die Geifel und zittern 
mit dem Képfchen. 

Aus 0,80 mol: annihernd die Halfte der Zellen lebend, der Rest tot. Die lebenden 
in gestreckter oder in ,,.mondférmiger“ Stellung oder klumpig wie in 0,6. Die toten 
Zellen erscheinen entspannt. Es gibt unter ihnen viele breite, gestreckte ,,Schnecken- 
formen“ (vgl. Abb. 5 f, S. 97). Solche gestreckte, aber tote Formen fehlen in 0,6 véllig. 


Aus 1,00 mol: etwa ein Viertel der Zellen lebt, drei Viertel sind tot. Etliche 
lebende schwimmen normal, sie sind ,,turgeszent“, haben etwa normale Gréfe. Von 
den toten sind hier viele in gestreckter Stellung erstarrt; sie sind ,,schlank“ geblieben 
und viel kleiner an Volumen als die lebenden; eine ist 76 u lang, linear und nur 10,5 
breit, eine andere 67“ lang und allméhlich nach hinten verschmiilert. Nie sind die 
Zellen breiter in der Hinterhalfte, wie normale es sind. Andere tote sind tranen-, 
schnecken-, mandelférmig, elliptisch usw. (vgl. Abb. 5, S. 97). Nur 1 tote (ovale) 
Zelle hat die riesige Hauptvakuole im Wasser beibehalten, sie ist in Abb. 5d wieder- 
gegeben (Zelle 41,6 X 24,7 u, die kreisrunde Vakuole 20,8 breit). Sonst fehlt die 
Vakuole in toten Zellen. — Lebende und tote Zellen sind bei der Auszahlung schon 
an der Gréfe deutlich zu unterscheiden: die lebenden sind wesentlich kleiner 
(z. B. 27,7 K 19,2 u). 

Aus 1,2 mol: meist tot, doch leben einige Prozent der Zellen; am Rand der grofen 
Zellhaufen schwimmen manche normal. 

Aus 1,40 mol: meist tot, etwa 2% der Zellen leben aber und schwimmen normal 
oder bewegen sich in kontrahiertem Zustand langsam améboid. 

Aus 1,60 mol: so gut wie alles tot. Bei der Durchsicht des ganzen Praparates 
findet sich unter Tausenden Individuen nur etwa ein Dutzend lebender Zellen. Die 
toten sind trinen-, mandelférmig, oval oder kugelig. 


Bis in 0,7 mol Traubenzucker verlauft die osmotische Schrumpfung rever- 
sibel. Die Zetlen erwachen nachher in Wasser wieder zu normalem Leben. 
Bei 0,8—0,9 mol liegt die osmotische Resistenzschwelle, wo etwa 
die Halfte der Individuen iiberlebt, die Halfte getétet wird. Zieht man in 
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Betracht, da schon bei den niederen Konzentrationen von 0,5 bis 0,7 mol 
alle Zellen osmotisch erstarren, so erscheint diese Schwelle hoch. 

Es ist nun auferordentlich bezeichnend, daf diese Resistenzgrenze nie- 
mals das Verhalten aller Individuen derselben Proben kennzeichnet, sondern 
da& stets in Konzentrationen, worin die meisten Zellen getétet werden, ein 
kleiner Hundertsatz der Individuen noch iiberlebt und im Wasser die aktiven 
Schwimmbewegungen wieder aufzunehmen imstande ist. Wahrend die 
Resistenzgrenze von Euglena olivacea, nach dem Verhalten der Mehrzahl 
der Zellen beurteilt, etwa bei 0,80—0,90 mol liegt und schon bei 1,0 mol die 
Mehrzahl, bei 1,20 die meisten Zellen getétet sind, bleiben einzelne Indi- 
viduen bis in 1,40, ja bis in 1,60 mol am Leben. 

Das langsame Wiedererwachen der Zellen, die mit hohen Konzentra- 
tionen behandelt worden sind, bietet ein anziehendes Schauspiel. Entweder 
nehmen in den Haufen, wo die meisten getétet sind, einzelne am Leben 
gebliebene kugelige Zellen die Bewegung wieder auf, treiben die Képfchen 
vor, strecken sich und suchen dann zwischen den toten Nachbarn den Weg 
ins Freie, oder osmotisch kontrahiert gebliebene Zellen gewinnen langsamer 
und unter krampfhaft erscheinender améboider Formveranderung und 
rhythmischer Streckung und Verkiirzung ihre Beweglichkeit wieder. 

In den Reihenversuchen fallt auf, da die Zellen, die aus den niedereren 
Zuckerkonzentrationen in Wasser zuriickgefiihrt werden, alle wieder zum 
vollen Anfangsvolumen anschwellen, wihrend die Zellen aus den hdheren 
zum Teil lange klein bleiben oder nur in verzégertem Tempo wieder 
,,turgeszent~ werden. In Versuch 60 liegt in dieser Hinsicht zwischen 0,5 
und 0,6 mol eine deutliche Scheide. Auch nach vielstiindigem Wassern sind 
in den aus 0,6 mol und den héheren Konzentrationen kommenden Prapara- 
ten viele Zellen noch ,,klein“ und osmotisch verkrampft geblieben; wahrend 
im allgemeinen die Zellen zuerst anschwellen und dann erst wieder beweg- 
lich werden, kénnen jene Zellen, wie aus zahlreichen Einzelbeobachtungen 
hervorgeht, auch in geschrumpftem Zustand die Bewegung wieder langsam 
aufnehmen. 

Abb. 4 bezieht sich auf zwei ahnliche Versuche vom 2. Mai 1945. Das 
Material war um 10.25 Uhr vom Standort eingesammelt, um 11.45 Uhr am 
Licht in grofem offenem Tropfen auf dem Objekttrager ausgebreitet worden. 
Um 12.41 Uhr wurden die am Lichtrand des Tropfens angereicherten Zellen 
abpipettiert und mit 0,6 mol Traubenzuckerlésung, die frisch aus der Stamm- 
lésung von 2,0mol mit Standortwasser hergestellt worden war, unter ge- 
stiitztem Deckglas versetzt. Um 12.44 bis 12.45 Uhr wurden die Umrisse der 
osmotisch verschmilerten, noch ganz langsam schwimmenden Zelle a ge- 
zeichnet. Um 12.47 Uhr wurde Zelle b mit stark vergréferter Hauptvakuole, 
um 12.48% Uhr die schraubig verkriimmte Zelle c skizziert: beide Zellen 
sind bereits unbeweglich. Andere Zellen sind gestreckt und nicht verkriimmt, 
aber starr und schmal. — Um 13.08 Uhr, d. i. nach 16% Minuten Aufenthalt 
im Zucker, wurde Standortwasser durch das Priparat gesaugt. Zwei beob- 
achtete Zellen hatten nach 4 Minuten um 13.12 Uhr noch pralle Vakuolen. 
Um 13.20 Uhr wurden die wieder breiter gewordenen Zellen d—f skizziert. 
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Zelle d war in der Zuckerlésung schmal und gestreckt gewesen, das An- 
schwellen wurde beobachtet, kurz vor dem Zeichnen hatte sich dié Zelle ein 
wenig verkiirzt. Benachbarte Zellen begannen ab 13.33 Uhr sich zu be- 
wegen. — Aus einem Parallelversuch, worin um 13.07 Uhr 0,6 mol Trauben- 
zucker unter Deckglas zugesetzt, aber dann nicht ausgesii®t worden war, 
wurde nach 58 Minuten die lebende, aber erstarrte Zelle, Abb. 4g, gezeich- 


net. — 


Die zytomorphologische Beschreibung der osmotisch getéteten Zellen 
und ihrer Nekroseformen soll im vierten Abschnitt folgen. Lebende Zellen 





a 


Abb. 4. Euglena olivacea, mit 0,6mol Traubenzucker behandelt. Abb. a—c, g 
osmotisch kontrahiert, Abb. d—f in Standortwasser wieder angeschwollen. Vel. 
Text, S. 88. 


sind, auch wenn sie sich unter Wasseraufnahme wieder gerundet haben und 
zur Ruhe gelangt sind — und bei Verwendung ruhenden, belichteten 
Euglenenmaterials herrschen solche Zellen vor —, doch nie mathematisch 
kugelig, sondern mehr oder weniger unregelmaftig oval oder zumindest 
stellenweise ein wenig abgeflacht. Sie unterscheiden sich auch dadurch deut- 
lich von den spater zu beschreibenden .,entspannten” nekrotischen Zellen. 

Unser Euglenenschlamm enthielt oft aufer E. olivacea als Beimengung 
eine gréBere lineare Euglena aus der deses-Gruppe, vermutlich E. deses 
Ehrbg., die von Ende April an vereinzelt und dann im Mai reichlicher auf- 
trat. In allen Praiparaten des Vers. 69 war die Art vorhanden. Sie erwies 
sich als deutlich resistenter. In 0,8, 1,0, 1.2mol Traubenzucker lebten 
und krochen alle, in 1,4 mol die meisten Individuen dieser Form. Erst in 1,6 
waren auch die deses-Zellen tot und zu langlichen Kliimpchen kontrahiert. 
Thre Lebensgrenze liegt also zwischen 1,4 und 1,6 mol Traubenzucker. Haben 
die Schwellenbestimmungen an dieser zweiten Art auch erst orientierenden 
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Charakter, so la&t sich doch festhalten, dai die osmotische Resistenz fiir 
verschiedene Euglena-Arten wesentlich verschieden liegt. 

In vielen Materialien waren der E. olivacea einzelne Diatomeen und 
spiter im Mai auch Closterien beigemengt. Stets konnten wir beobachten, 
da® diese Algen die Behandlung mit 0,6 und 0,7 mol Zucker und das nach- 
herige plétzliche Auswaschen mit Standortwasser nicht vertrugen. Daraus 
geht hervor, daf die unplasmolysierbaren Euglenen osmotisch wesentlich 
resistenter sind als Algen, die in den fiir jene noch vdéllig unschadlichen 
Konzentrationen stark plasmolysiert werden; es wirkt zumal die rasche 
Deplasmolyse in Wasser meist tédlich, wihrend Euglena das plétzliche Aus- 
waschen, wie wir sahen, vertragt. Ob sich iibrigens nicht auch Euglena 
olivacea héheren Konzentrationen gegeniiber als noch resistenter erwiese, 
wenn sie nachher stufenweise in verdiinntere Lésungen und in Wasser riick- 
gefiihrt wiirde, bleibt zu untersuchen. 

Weitere Reversibilitatsversuche wurden in den Konzentrationen von 0,6 
und 0,7 mol Traubenzucker, die bei Euglena olivacea lebensunschadlich sind, 
aber erstarrend wirken, durchgefiihrt und dabei sowohl die osmotische Er- 
starrung wie das Wiedererwachen in Wasser fortlaufend mikroskopisch 
beobachtet. 

Grundsatzlich wichtig sind die Veranderungen, die die Hauptva- 
kuole erfahrt. Ihr Anschwellen wahrend der osmotischen Schrumpfung 
der Zellen wurde friiher geschildert. In der osmotisch erstarrten lebenden 
Zelle ist sie meist oder immer prall gerundet, von einer scharf gezeichneten 
Membran umkleidet und mafig oder sehr stark angeschwollen. ‘Tritt nun zu 
solchen Zellen reines Wasser hinzu, so erfolgt nach einigen Minuten eine 
gegenliufige Veranderung: Die Hauptvakuole schrump ft, verliert ihre 
prallen Umrisse, wird schlaff elliptisch und nachher oft recht klein. Die 
Miindung des im vorderen Zellende gelegenen Ausfiihrungsganges wird 
dabei sehr deutlich sichtbar. Die Beobachtung des zeitlichen Verlaufs ergibt, 
da8 die prallen Hauptvakuolen im Wasser meist einige Minuten unverandert 
bleiben und daf dann die Erschlaffung und Verkleinerung recht plétzlich — 
meist wohl im Laufe einer halben oder einer Minute — erfolgt. Bald nachher 
erwachen oft die Zellen zur Bewegung. Vergleicht man Zellen, die in gestreckt 
beweglichem, und solche, die in ruhendem Zustand mit wasserentziehender 
Zuckerliésung behandelt wurden, so zeigt sich, dafi bei ersteren die Vakuolen- 
schrumpfung oft wesenilich friiher einsetzt als bei letzteren. Die Ver- 
gréRerung der Hauptvakuole wihrend der osmotischen Schrumpfung erfolgt 
dadurch, daft die von auffen in die Vakuole eingedrungene Zuckerliésung aus 
dem iibrigen Zellinhalt Wasser aufnimmt, und ist ein passiver physikali- 
scher Vorgang. Dagegen diirfte die Verkleinerung der Vakuolen nach dem 
Auswaschen des Osmotikums auf aktivem Auspumpen des Vakuoleninhaltes 
beruhen und als eine aktive Leistung der Zelle zu werten sein. Uber den 
zeitlichen Verlauf des Prozesses, der diese Deutung bekraftigt, geben die 
folgenden Protokolle AufschluB. 


Versuch 67. 29. April 1945. Euglenenmaterial, das eine feuchte Kruste auf 
Schlamm bildet, ohne vorherige Uberschichtung mit Wasser untersucht; es enthalt 
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bewegliche und ruhende Zellen. — Um 11.59 Uhr flie8t 0,7 mol Traubenzucker zu. 
Die gestreckten Zellen bleiben meist gestreckt und bewegen sich langsatn, Nach 
4 Minuten sind die Zellen verflacht, nach 5 Minuten ist ein Drittel noch beweglich. 
Hier sind die Hauptvakuolen klein (um 5 X 5 oder 7 X54). Etwa zwei Drittel sind 
starr. Hier sind die Hauptvakuolen vergréfert. Die gréfte in einer osmotisch ver- 
krampften Zelle mift 13,9 X 12,74. Nach 9 Minuten sind die gestreckten Zellen 
recht schlank geworden und viele ganz verflacht. In manchen starren Zellen ist die 
Hauptvakuole recht grof#. Nach 15 Minuten ist alles starr; die Hauptvakuole ist 
iiberall sehr deutlich, scharf konturiert, teilweise stark geschwollen, vielfach aber 
nicht gréBer als etwa 7 X 7 u. 

Nach 18 Minuten wurde mit Standortwasser griindlich durchgewaschen 
(Praparat durch Deckglassplitter gestiitzt). Nach 1% Minuten wurde wieder belichtet. 
Nach 2 Minuten riihrt sich die erste Zelle wieder, nach 3 Minuten wird eine ruhende, 
gestreckte Zelle mit 94 grofer, runder Hauptvakuole zur Beobachtung gewahlt: 
5 bis 54% Minuten nach dem Zutritt des Wassers schrumpft die Hauptvakuole 
sichtlich, sie verliert ihre Spannung, wird zunachst unregelmafig oval und ist nach 
6 Minuten klein geworden. Gleichzeitig wird vorne am Zellképfchen die Miindung 
des Ausfiihrungsganges sichtbar. — Nach 8 Minuten schlagen zwei kleiner gebliebene 
Nachbarzellen mit den Geifeln, nach 10—11 Minuten sind etliche andere Zellen er- 
wacht und bewegen sich améboid, nach 12 Minuten hat im Gesichtsfeld nur mehr 
eine Zelle eine pralle, 8 X 8 u groRe Hauptvakuole. Diese Zelle ist noch unbeweglich 
und bleibt weitere 6 Minuten lang so. — Nach 100 Minuten lebt und riihrt sich alles, 
rundliche Formen herrschen vor, die Pyrenoide sind deutlich geworden. 


Versuch 78. 2. Mai 1945. Ruhendes, abgerundetes Materiai um 18.07 Uhr in 
0,6 mol Traubenzucker eingetragen. Nach 3% Minuten hat eine geschrumpfte Zelle 
schon eine groRe, 8,6 « breite, runde Hauptvakuole. Nach 5 Minuten sind die Vakuv- 
len auch in den ruhenden, geschrumpften Zellen vergréfert und prall geworden. 
Verschmilerung vereinzelter gestreckter Zellen wie sonst, alle ruhend kugeligen ein- 
geknickt und verknittert. In verflachten erscheint die Hauptvakuole weif auf 
griinem Grund. 

Nach 13% Minuten wird Standortwasser durchgesaugt. In einer ge- 
streckten, 53 u langen, 10,9 u breiten Zelle schrumpft die Hauptvakuole 3% Minu- 
ten nach dem Auswissern, nach 4 Minuten riihrt sich diese Zelle und nach 4% Minuten 
schwimmt sie schnell davon. Nach 5% Minuten wird eine rundliche Ruhezelle zur 
Beobachtung eingestellt. Die Hauptvakuole ist grof, kreisférmig, 10,4 ¢ im Durch- 
messer. Nach 7% und nach 11 Minuten ist sie unverandert. Nach 13% Minuten ist 
sie etwas kleiner (9 4 breit) geworden, nach 17 Minuten wird sie unregelmafig oval 
und 1 Minute spiater ist sie nur mehr 7,2 4 breit. In beweglichen Zellen ringsum ist 
die Vakuole langst klein, etliche ruhende gehaufte Zellen haben aber noch nach 
20 Minuten pralle Hauptvakuolen, obwohl die Zellen selbst schon angeschwollen und 
wieder turgeszent geworden sind. 

Beim zuvor ruhenden Euglena-Material erfolgt im Wasser die Verkleinerung 
der Hauptvakuolen anscheinend langsamer als beim beweglichen. 


Versuch 93. 12. Mai 1945. Zu gleichem Material wie in Versuch 91 (S. 81) um 
13.145 Uhr 0,6 mol Traubenzucker zugesetzt. Der Verlauf, im einzelnen protokolliert, 
war ahnlich wie dort. Nach 1 Minute bewegen sich alle Zellen nur mehr améboid, 
nach 2% Minuten treten die Vakuolen deutlich hervor. Die geschrumpften Zellen 
kontrahieren und dilatieren sich rhythmisch. Der Rhythmus wird langsamer. Nach 
4 Minuten hért die améboide Bewegung bei der Mehrzahl der Zellen auf. Nach 
5 Minuten sind die Hauptvakuolen scharf sichtbar. Nach 8 Minuten treten sie all- 
gemein stark hervor. Nach 10—15 Minuten wird eine der plattgedriickten, in 
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der Mitte schriig iiberschlagenen Zellen gezeichnet. — Nach 20 Minuten sind unter 
23 Zellen des Gesichtsfeldes noch 2 beweglich, nach 23 Minuten hat auch die schwach 
améboide Bewegung der kontrahierten Zellen allgemein aufgehért, die Vakuolen 
sind meist klein geblieben (um 7 4), doch scharf kontrahiert. 

Nach 24 Stunden wird Wasser durchgesaugt. Nach 2 Minuten schwimmen 2 Zellen 
wieder, viel zahlreichere nehmen zunichst die améboide Bewegung auf, wobei die 
rhythmische Kontraktion und Ausdehnung dieser Zellen allgemein wahrzunehmen 
ist. Die Streckung und Zusammenziehung dauert an einer Zelle je 4—35 Sekunden. 
Nach 8 Minuten sind alle Zellen wieder ziemlich prall (,,turgeszent"), aber rund, 
nicht gestreckt, und unbeweglich. 1 Zelle unter 120 ist tot, vergréfert, entspannt, sie 
ist auf den ersten Blick im Ubersichtsbild kenntlich. — Nach 90 Minuten lebt alles, 
fast alle Zellen sind rundlich elliptisch und in Ruhe, nur 1—2% schwimmen. 

Die meisten Euglenenmaterialien, mit denen wir arbeiteten, wurden 
in gleicher Weise gepriift, so dafi die Tatsache der Reversibilitat der osmo- 
tischen Wirkung von 0,6 und 0,7 mol Traubenzucker vollig gesichert erscheint. 


Wir haben schlieBlich noch die Frage untersucht, wie lange Euglena 
olivacea einen Aufenthalt in der hypertonischen Liésung von 0,6 mol Trau- 
benzucker vertrigt. Die Hauptreihe wurde schon bei sommerlich hoher 
Temperatur (untertags 21—24°C) am 13. bis 15. Mai durchgefiihrt. 

Bestbewegliches, am Lichtrand flacher Tropfen angesammelies Zell- 
material wurde in frisch mit Standortwasser bereitete Lésung von 0,6mol 
Traubenzucker eingebracht und verschieden lange Zeit darin belassen: durch 
10, 25, 40 Minuten, 1 Stunde, 1%, 2, 4, 6, 24 und 48 Stunden. Die osmotische 
Erstarrung der gestreckt schwimmenden Zellen erfolgte aihnlich wie in den 
friiher mitgeteilten Versuchen. Nach 10 Minuten war alles bewegungslos. 
Die Praparate waren durch Deckglassplitter gestiitzt, so daf’ das Aus- 
waschen griindlich erfolgen konnte. Untersucht wurde kurz nachher, nach 
20—30 Minuten und nochmals am folgenden Tag nach 12—18 Stunden. Das 
Ergebnis war recht klar. Hatte die Zuckerlésung durch 10, 25, 40 oder 
60 Minuten eingewirkt, so lebte nachher alles. Viele Zellen hatten sich bei 
den spateren Revisionen der Praparate am Licht gesammelt. Nach 1 %stiin- 
diger Behandlung war fast alles am Leben, weniger als 5% tot. Nach 
2stiindiger lebten etwa drei Viertel der Individuen, ein Viertel war tot, nach 
4stiindiger Zuckerwirkung waren zwei Drittel lebend, ein Drittel tot. Nach 
6stiindiger Versuchsdauer war das Bild ahnlich, doch gab die Ausziahlung 
eines Gesichtsfeldes 81% lebende und 19% tote Zellen. — Erst in dem 
24 Stunden lang mit Zucker behandelten Praparat war deutlich die Mehr- 
zahl der Zellen getétet, ein wesentlicher Teil aber doch auch noch lebendig. 
Die Auszihlung von fiinf Gesichtsfeldern bei 600facher VergréRerung ergab 
31% lebender und 69% toter Zellen. Uberall la@t sich der Lebenszustand 
sicher erkennen. Zwar sind die Zellen, die eine lange Zuckerbehandlung 
hinter sich haben, auch nachher im Wasser meist unbeweglich, doch sieht 
man bei langerer Beobachtung in vielen der lebenden Zellen im Lichtkegel 
des Mikroskops ganz langsam améboide Formanderungen eintreten. — Nach 
48stiindigem Aufenthalt in 0,6mol Traubenzucker sind alle Zellen getétet. 

Die Euglena-Individuen verhielten sich, so wie bei der Priifung der schad- 
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lichen Konzentrationsschwellen, auch beziiglich der Zeitdauer, in der der 
osmotische Wasserentzug vertragen wird, recht ungleich. Doch ist im ange- 
fiihrten Versuch die Einwirkung von 0,6 mol durch 60 Minuten noch durch- 
wegs unschidlich, nach 90 Minuten sind erst wenige Zellen geschadigt und 
bei 120 Minuten liegt die Schwelle deutlicher Schidigung. Es ist méglich, 
daf bei Materialien anderer Herkunft und Stimmung die Zeitresistenz- 
schwellen anders liegen. Im friiher angefiihrten Versuch, wo schon nach 
80 Minuten in 0,60 mol ein gréferer Prozentsatz getétet war, war das Material 
wohl nicht so einheitlich gesund, denn es war nicht wie hier durch positiv 
erfolgte phototaktische Ansammlung selegiert worden. 

Harnstoffwirkung. Es lag nicht im Plan der Arbeit, die Wirkung 
zahlreicher, chemisch verschiedener Osmotika auf Euglena olivacea ver- 
gleichend zu priifen. Doch haben wir ein zweites, in der botanischen Zell- 
physiologie wichtiges Plasmolytikum noch orientierend untersucht, nimlich 
den Harnstoff. Er erwies sich als véllig unschadlich. Ruhendes Euglenen- 
material, am Abend in 0,3 mol Harnstoff eingebracht, zeigte nach 17 Stunden 
alle Zellen am Leben, grofe Haufen rundlicher Zellen waren in Ruhe, die 
roten Augenflecke intakt, ringsum schwammen viele Zellen in normaler 
Streckstellung. 

Wir priiften die Wirkung halbnormaler Harnstofflésung. 


Versuch 72. 1. Mai 1945. Euglena am Morgen gesammelt. Am Lichtrand eines 
offenen Tropfens hatten sich die phototaktisch reagierenden Zellen in dichter Masse 
angesammelt. Hier mit der Pipette entnommene Proben enthielten lauter gestreckte 
Zellen. 

Um 12.12 Uhr 0,5 mol Harnstoff zugesetzt. Nach % Minute beginnt die Beob- 
achtung. Nach 2 Minuten zittern und schrumpfen die Zellen, alle sind noch gestreckt. 
Nach 3 Minuten erscheinen unter den 20 Zellen des Gesichtsfeldes an zweien die 
ersten steilen Wiilste in der Zellmitte. Nach 5 Minuten ist die Hauptvakuole meist 
schwach angeschwollen, nur an einer Zelle stark (auf 11,6 X 104) vergréRert; diese 
Zelle bewegt sich doch noch. Nach einer weiteren 4% Minute stellt sie die Bewegung 
ein (die ruhende Geifel wird sichtbar), wahrend alle Nachbarn mit noch kleinerer 
Vakuole noch beweglich sind. Im Laufe der nichsten 2 Minuten kommt die Mehrzahl 
der Zellen zur Ruhe. Sie sind meist gestreckt geblieben, wenige sind verkiirzt. 
914 Minuten nach Zusatz der Harnstofflésung bewegen sich nur mehr wenige Indivi- 
duen, in denen die Hauptvakuole noch klein (z. B. 4,6 X35 4) geblieben ist, die 
meisten sind starr, Nach 11 Minuten ist fast alles unbeweglich, die Vakuolen sind 
wenigstens mittelgroR (7 X 6 u. dgl.) geworden und mit scharfen Konturen sicht- 
bar. Nach 12 Minuten bewegt sich unter 58 Zellen nur mehr eine einzige. 

Nach 13 Minuten wurde frisches Standortwasser durch das Priaparat gesaugt und 
dann sogleich wieder beobachtet. Die Zellen erwachen sukzessive wieder zur Be- 
wegung, und zwar eher schneller als in den Zuckerversuchen. Bei 600facher Ver- 
groéBerung lagen 24 Zellen im Gesichtsfeld. Nach 2% Minuten beginnt die erste sich 
zu drehen, die nach 5% Minuten davonschwimmt. Nach 4% Minuten beginnt eine 
zweite, bisher starre, mit der Geiffel zu schlagen, nach 5% Minuten eine dritte. In 
der nun folgenden Minute erwachen 4 weitere Zellen, in der nachsien 2, in der folgen- 
den 7, dann 3 weitere. Nach 10% Minuten sind 16 von den 24 Zellen des Gesichts- 
feldes erwacht und nur 8 sind noch bewegungslos. 3 davon erwachen in den nachsten 
i% Minuten, 4 in den folgenden 3 Minuten. — Die meisten Zelien ziehen sich nun 
bald nach dem Erwachen zusammen. Nur wenige schiwimmen ab. Nach 16 Minuten 
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sind 22 Zellen im Gesichtsfeld geblieben, die trige améboide Bewegung zeigen und 
sich dabei wenig von der Kugelform entfernen, 3 Zellen sind ab-, eine ist zuge- 
schwommen. Nur 1 Zelle bleibt bewegungslos, sie hat den Augenfleck verloren und 
ist tot. — Beobachtet man individuelle Zellen vom Moment des Aussiiffens an, so 
wird deutlich, daR die Zellen zuerst anschwellen und dann erst wieder 
beweglich werden. Nach 32—36 Minuten sind die meisten Zellen (74%) kontra- 
hiert und schwach améboid beweglich, ein kleinerer Teil (22%) in Mondsichelform 
kreisend; nur 3 Zellen im Priparat sind tot. Nach 1 Stunde ist das Bild ahnlich ge- 
blieben. Die Kiirzung und Rundung der Zellen ist also nach der Harnstoffbehandlung 
die normale Reaktion. — Das Priaparat bleibt in feuchter Kammer. Nach 5 Stunden 
lebt so gut wie alles. Unter 161 ausgezihlten Zellen sind 87% annihernd (nicht 
mathematisch) kugelig, 11% gedrungen gestreckt (z. B. 48 X 20 grof), wobei das 
Kopfende dicker als das Hinterende ist, und nur 3 Zellen schwimmen in normal 
gestreckter Stellung. 

Nach zweitigigem Aufenthalt in feuchter Dunkelkammer lebt noch alles; wenige 
Zellen bewegen sich, einseitig dem Licht ausgesetzt, phototaktisch. Diese flott 
schwimmenden Zellen lassen die Pyrenoide und die darum gesammelten Paramylum- 
kérner besonders scharf erkennen. Die meisten Zellen ruhen, sind intakt, fast 
kugelig, und etliche Zellen haben normale Zellteilung durchgemacht. 

Versuch 71. 1. Mai 1945. Gleiches bewegliches Euglenenmaterial, um 12.17 Uhr 
mit 0,5mol Harnstoff versetzt. Formverainderung der Zellen beobachtet. Nach 
5 Minuten hat sich eine bestimmte Zelle verflacht, doch bewegt sie sich noch langsam. 
Nach 9 Minuten ist unter 4 Zellen eine gestreckt (53 X 10,4 u groR), sie schhwimmt lang- 
sam; 2 Zellen bewegen sich kreiselartig mit aufgetriebener Mitte, eine ist osmotisch 
verkrampft und bewegt sich langsam améboid. Uberall ist die Hauptvakuole ver- 
gréRert. Ihr Ausfiihrungsgang tritt im Harnstoff recht deutlich hervor. — Nach 
2226 Minuten sind die meisten Zellen kontrahiert und die Zellkerne erscheinen 
etwas aufgequollen. Die Hauptvakuolen sind mafig stark vergréfert (z. B. 8,1 X 
6.9 u), schhwach amiéboide Bewegung kommt noch vor. Es gibt auch noch gestreckte 
Zellen, die mafig verschmiilert sind; sie ,,.kriechen“ mit gleichférmiger Geschwindig- 
keit (z. B. 2,34 pro Sekunde). In einer 60 X 9,2 grofen Zelle mift die gestreckte 
Hauptvakuole 8,1 X 4.64. — In drei Gesichtsfeldern sind 18 Zellen gestreckt und 
beweglich, 47 Zellen verkrampft. 

Nach 40 Minuten sind die noch beweglichen Zellen recht schlank geworden, z. B. 
8,5 u breit. Der Harnstoff ist also wohl noch nicht in nennenswerter Menge permeiert. 


Die wesentlichen osmotischen Erscheinungen verlaufen in den hyper- 
tonischen Lésungen von Traubenzucker und Harnstoff, die beide gleich un- 
schadlich sind, in ahnlicher Weise. 

Die Permeabilitét fiir Harnstoff zu bestimmen, wurde an Euglena 
olivacea noch nicht versucht. Fiir Permeabilitatsmessungen erscheint die im 
Jahre 1940 gepriifte Euglena sp. aus dem Mineralmoor Soos, die aber jetzt 
nicht zuganglich ist, wesentlich besser geeignet. 


4. Nekroseformen 


Wiederholt war im vorigen Abschnitt von Zellen die Rede, die durch 
starke osmotische Einwirkungen getétet waren. Als Lebensreaktion kommt 
Plasmoiyse bei Euglena nicht in Frage, da die Zellen grundsatzlich unplas- 
molysierbar sind. Auch Vitalfarbung mit Neutralrot ist zur Unterscheidung 
von Lebend und Tot nicht ohne weiteres anwendbar. Dennoch gelingt es bei 
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einiger Kenntnis des Objektes zuverlissig, im mikroskopischen Bild lebende 
von toten Euglena-Zellen zu unterscheiden. 

In den Reihenversuchen war von 0;9mol Traubenzucker aufwiarts der 
Grofteil der Zellen getétet und nach dem Durchsaugen reinen Standort- 
wassers nicht mehr zur Bewegung zu erwecken. Wir haben solches Material 
wiederholt untersucht und bei starker Vergréferung durchmustert. In 1,2 mol 
war z. B. der gréfere Teil getétet, der kleinere noch am Leben. Das be- 
quemste Merkmal zur Erkennung lebender Zellen ist die Erhaltung des 
roten Augenflecks. Zellen, die trotz der Aussii®ung verkrampft geblieben 
sind oder sich nur teilweise riickgedehnt haben, den Augenfleck aber unver- 
sehrt erhalten haben, sind noch am Leben; sie lassen bei fortgesetzter Beob- 
achtung im Lichtkegel des Mikroskops meist améboide Eigenbewegung 
erkennen. Beim Zelltod verfarbt sich der Augenfleck von Rot nach Braunrot; 
nach einiger Zeit verschwindet er ganzlich. — Die lebenden Zellen zeigen 
ferner intakte Chloroplasten und undeutliche, nicht scharf gezeichnete Para- 
mylumk@érner. In den toten treten letztere im mikroskopischen Bild verscharft 
hervor. Die Chloroplasten neigen zur Verkiirzung und Abrundung, wobei 
sie aber die griine Farbe und scharfe Konturierung zuniachst erhalten kénnen. 
Ein Teil der Zellflache ist in den nekrotischen Zellen neben den scholligen, 
rundlichen Chloroplasten farblos ausgespart, wogegen in lebenden Zellen 
auch bei starker osmotischer Kontraktion des Zelleibes und ebenso beim 
nachherigen Wiederanschwellen im Wasser meist der ganze Zellinhalt mehr 
gleichmaftig griin erscheint. 

Weitaus das auffalligste Kennzeichen der toten Euglena olivacea ist 
aber der Zellumriff. Die meisten toten Zellen erscheinen entspannt. 
Wihrend in der lebenden Zelle die kontraktile Wandplasmaschicht die Zell- 
form bestimmt, scheidet diese bei der toten Zelle als aktiver Faktor aus. Die 
Endform toter Zellen ist demnach die einer mathematischen Kugel; die 
Kugelform ergibt sich beim Fehlen der aktiven Wandschichi als physikali- 
sche Endform der Zelleichen. Méglicherweise ist also die nekrotische Zelle 
noch zur Wasseraufnahme durch Osmose oder Quellung befahigt; dann 
waren die prall kugeligen Euglena-Zellen dem Mechanismus nach turgeszen- 
ten lebenden Pflanzenzellen vergleichbar. Ebensooft haben aber die eni- 
spannten, toten Zellen diese Endform nicht erreicht, sondern sie sind scheiben- 
formig mit kreisrundem Umfang oder ellipsoidisch, eiférmig, mandel-, 
bohnen- oder herzférmig. Die letzteren Formen ergeben sich, wenn das 
zugespitzte Schwanzende noch andeutungsweise erhalten ist. Wenn bei 
symmetrischem Umrifi die Wélbung an einem Zellpol starker ist als am 
anderen, so resultieren eiférmige Formen, bei gleicher Rundung der Pole 
ellipsoidische. Von tranenférmigen Zellformen lat sich sprechen, wenn das 
Zellképfchen noch als kleiner Hicker erhalten, die Mitte stark verbreitert, 
das Hinterende zu langer, mehr oder minder rautenférmiger Spitze ausge- 
zogen ist. Uberall handelt es sich um halbentspannte Nekroseformen. 

Die Entstehung solcher ist wohl begiinstigt bei nachtriglicher Wasser- 
aufnahme von Zellen, die vor dem Tode osmotisch kontrahiert waren. Ver- 
gleicht man in Praparaten, die mit Zuckerkonzentrationen, welche einen Teil 
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der Zellen téten, vorbehandelt sind, lebende und tote Zellen, so fallt all- 
gemein die viel zartere Konturierung der toten, die derbere der 
lebenden Zellen auf. Hat man den Blick fiir diesen Unterschied gescharft, 
so kann man, auch wo die Eigenbewegung fehlt, schon bei mittlerer Ver- 
gréRerung die Erhaltung der kontraktilen Wandplasmaschicht an den schiar- 
feren, gleichsam leicht schattierten Zellumrissen erkennen. Die lebenden 
Zellen sind ferner auch in der Ruhestellung nach dem Wiederanschwellen 
meist doch nicht genau kugelférmig, sondern mehr minder unregelmafkig 
oval oder bei runder Gestalt zumindest stellenweise ein bifchen abgeflacht. 
Auffiallig ist meistens auch der Gréfenunterschied. Die toten Zellen 
sind gréfer als die lebenden, was wohl mit dem Verlust der aktiv- 
kontraktilen Wandplasmaschicht ursaichlich zusammenhiangt. 

Beachtet man in Reihenversuchen die Verteilung der Nekrosebilder in 
Zuckerkonzentrationen von 0,80 mol aufwarts, so zeigt sich, da hier Nekrose- 
formen hiaufig sind, die wir in den Protokollen als ,,Schneckennekrosen“ 
bezeichnen. Die toten Euglena-Zellen haben die eine Langsscite flach, die 
andere gewolbt; die Zellen sind dabei aber gleichmafig breit oder in der 
Vorderhalfte breiter und erinnern so an kriechende Nacktschnecken. Sind 
die Augenflecken noch braun, so bedeutet dies, da die Zellen erst kiirzlich 
abgestorben sind. Daneben finden sich auch schon unter den toten Zellen 
in 0,8 mol mandelférmige, tranenformige und schlieflich mathematisch kugel- 
formige. Zum Unterschied von diesen Formen sind die ,,Schneckennekrosen“ 
unsymmetrisch; doch zeigen sie bei Drehung um 90° oft symmetrischen 
Umrif. 

Die in Abb.5 skizzierten Nekrosen stammen aus einem Priparat, das in 
1.0 mol Traubenzucker i5 Minuten behandelt, dann mit Wasser ausgelaugt 
und 16 Stunden darin belassen worden war (vgl. Vers.69, 5.87). In Schhwimm- 
stellung erstarrte und so abgestorbene Zellen gaben Bilder wie in Abb. 5a, 
halb kontrahierte, osmotisch verflachte Zellen gaben rocheneiférmige, wie 
in Abb.5b. Abb.5c¢ stammt aus einem in gleicher Weise in 1,20 mol vor- 
behandelten Material. Nur recht selten sind in abgestorbenen, entspannten 
Zellen noch tote Hauptvakuolen erhalien wie in Abb.5d; die Zelle ist 42 u 
lang, 25 breit, die riesige Hauptvakuole 20,8 u breit; eine benachbarte 
lebende ovale Zelle mitt 28 19u. Abb.5e zeigt eine ovale, entspannte, 
31,2 25,4, grofte tote Zelle. Im beschriebenen Praparat lebte etwa ein 
Viertel der Zellen, drei Viertel waren tot. — Die .,Schneckennekrose™, 
Abb. 5/, stammt aus der knapp iiber der Resistenzschwelle gelegenen Zucker- 
konzentration von 0,80 mol (vgl. das Versuchsprotokoll S. 87). 

Anhangsweise seien noch einige Nekrosebilder von Euglena olivacea 
kurz erwahnt, die auf andere Weise als durch osmotischen Wasserentzug 
abgestorben bzw. getétet worden war®. LaBt man schwarmendes Material 
in den Flischchen, von oben belichtet, stehen, so sammeln sich die Euglenen 
bald zu dichten Kahmhiauten an der Wasseroberflache, runden sich und ge- 


5 Auf die zahlreichen, im Schrifttum verstreuten Angaben iiber Nekrosebilder 
bei verschiedenen Euglenen kénnen wir hier nicht eingehen. 
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langen zur Ruhe. Die Kahmhaut scheint die Fliissigkeit von Luftzutritt ab- 
zuschlieBen. Euglenen sind gegen Sauerstoffmangel empfindlich. Nach 
einigen Tagen sind die Zellen unter der Kahmhaut gréftienteils erstickt und 
nur manche Individuen harren aus und bleiben beweglich. Auch solche Ne- 
krosen sind den beschriebenen ahnlich. Mathematische Kugeln mit zarter 
Zellhiille und rundlich kontrahierten Chromatophoren (vgl. Fig. 7, Taf. Lil 
bei Klebs 1883) sind haufig. Es ist dies die kennzeichnende Nekroseendform 
der Art. Birn- oder mandelférmige, halbentspannte Zellformen kommen 
vor, sind aber doch seltener und nicht so typisch ausgebildet wie in den 
durch hypertonische Liésung getéteten Praparaten. Nach langerer Zeit ver- 
kleben vielfach die klumpigen toten Chloroplasten und alte Zellleichen 
zeigen bisweilen statt der griinen, prallen Plastiden schwarzliche, ge- 





Abb. 5. Euglena olivacea. Nekrosen; a—e in 1,0 mol, f in 0,8 mol Traubenzucker 
abgestorben. Vgl. Text. 


schrumpfte, dazu sind die Zellmembranen im spiateren Stadium nicht mehr 
prall, sondern stellenweise eingedriickt und faltig. Bleiben die toten 
Euglenen im faulenden Medium den Bakterien iiberlassen, so wird von 
diesen schlieBlich die auRere Zellwand (Pellicula) aufgezehrt und nur ein 
Kliimpchen von Paramylumkérnern und Chlorophyllresten bleibt iibrig. 

Als selteneres Krankheitsbild in alternden Materialien unserer Euglena 
seien schlieBlich ausgebleichte Zellen erwahnt, die ihr Chlorophyll ein- 
gebiiRt haben *®. Sie kénnen auf normale Weise schwimmen, und wenn sie 
ruhen, sind die Zellumrisse abgerundet. Sie zeigen, im Zellinhalt unregel- 
maftig verteilt, kleine, glanzende, kastanienbraune Kérnchen. Doch fanden 
sich solche apochlorotische Zellen in den E. olivacea-Materialien bei weitem 
seltner als etwa bei der halobionten Euglena sp. aus dem Soosmoor. Auch 
partieller Chlorophyllverlust ist seltener; in solchen Zellen ist die hintere 
Zellhalfte farblos und nur die Vorderhalfte von der Hauptvakuole bis etwa 
zur Zellmitte noch griin. Von farblosen Zellen anderer Euglena-Arten (bes. 


® KE. Weber erhielt jiingst an Kaseinkulturen von Euglena olivacea, die im 
Dunkelschrank gehalien wurden, véllig farblose Individuen dieser Art, die sich nach 
Uberimpfung im Dunkeln bei heterotropher Lebensweise gut vermehrten. 

Protoplasma, Bd. XLI/1. Y 
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von E. gracilis) ist in der Literatur vielfach die Rede (Zumstein 1900, 
Ternetz 1912, Pringsheim und zumal Mainx 1927, S. 392). 

Als seltsames Paradoxon sei schlieflich eine zweiképfige Euglena-Zelle 
erwahnt. Wir beobachteten sie in einer mit 0,8 mol Traubenzucker vor- 
behandelten Probe, worin nach dem Auswassern fast alle Zellen lebten. In 
einem Haufen ruhender Zellen nahm etwa ein Drittel der Individuen im 
Lichtkegel des Mikroskops die Bewegung langsam wieder auf. Die normalen 
Zellen suchten zwischen den runden, ruhenden ihren Weg ins Freie. Die 
eine zweiképfige Zelle war gestreckt lanzettlich und hatte an beiden Polen 
grofe Hauptvakuolen und in diagonalsymmetrischer Stellung daneben die 
zugehérigen roten Augenflecke. Ein Schwanzende fehlte. In rhythmischer 
Folge kontrahierte sich die Zelle und streckte sich wieder. Wie bei Spee- 
manns zweiképfigem Molch schienen die beiden Zellképfe gegeneinander 
zu arbeiten. Die Zelle fand ihren Weg ins Freie nicht. Zu erfolgreicher 
phototaktischer Orientierungsbewegung scheint sie nicht befahigt zu sein. 
Trotz weiteren Suchens fand sich unter vielen tausend beobachteten Zellen 
die gleiche Monstrositat nicht wieder. — Vermutlich war die Langsteilung 
der Zelle durch den osmotischen Schock unterbrochen worden. 


5. Riickblick und Besprechung 


Bringt man schwimmende Euglena olivacea in Traubenzuckerlésungen 
von 0,4 bis 0,6 mol, so erfahren die Zellen kennzeichnende Formverinde- 
rungen. Manche verschmilern sich durch osmotische Wasserabgabe und 
bleiben langgestreckt, etliche platten sich in gestreckter Lage ab. - Viele an- 
dere verkiirzen sich und kriimmen sich schraubig oder kreiselartig ein (vgl. 
Abb. 1—4). Der zeitliche Verlauf des Formwechsels geht aus den mitgeteilten 
Protokollen (S. 80—84) hervor. Nach einiger Zeit erstarren die Zellen. — Die 
Volumabnahme erfolgt passiv und beruht auf osmotischer Wasserentzie- 
hung, die krampfartigen Bewegungen aber auf osmotischem Schock, der 
eine Reizreaktion, d. h. eine aktive Antwort der Zelle auf den osmotischen 
impuls ist. 

Das Formenspiel beim osmotischen Wasserentzug entspricht in vielen 
Ziigen wohl dem Formwedchsel beim natiirlichen langsamen Austrocknen 
der Zellen; dabei treten, Hand in Hand mit der Volumverminderung, ahn- 
liche Krampfformen auf, die bei neuerlichem Wasserzutritt reversibel sind. 

Die osmotische Resistenz der gepriiften Euglenen ist gro. Saugt man 
Standortwasser durch Praparate mit in Zuckerlésung erstarrten Euglenen 
und belaBt sie tiber Nacht in feuchter Kammer, so sind die Zellen nachher 
wieder zu normalem Leben erwacht. Man findet am nachsten Tag fast alle 
Zellen wieder voll beweglich und die meisten sind zu normaler Lichtreaktion 
befahigt. 

In Reihenversuchen mit Traubenzuckerlésungen steigender Konzentration 
lag fiir Euglena olivacea bei 0,8—0,9 mol die osmotische Resistenzschwelle, 
wo etwa die Halfte der Zellen iiberlebte. Bei 1,0 mol wurde die Mehrzahl, 
bei 1.2 mol die meisten Zellen getétet. Einzelne Individuen bleiben aber 
noch in 1,4, vereinzelte sogar bei 1,6 mol am Leben. Die Streuung der 
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Resistenzgrenzen ist also bei Euglena sehr weit, im Gegensatz zu den viel 
schirferen Schwellen der osmotischen Resistenz, die z. B. von vielen Meeres- 
algen her (Bieb] 1938, 1939) bekannt sind. Ebenso mégen in der Natur, 
wo Schwellen der Austrocknungsresistenz iiber den Fortbestand der vege- 
tativen (nicht eingekapselten) Zellen entscheiden, einzelne hochresistente 
Individuen iiberleben, wenn das Gros der Zellen einer Population zu- 
grunde geht. 


Das Wiedererwachen der zuvor osmotisch erstarrten Zellen wurde ver- 
folgt. Wenn mafig hypertonische Zuckerkonzentrationen eingewirkt haben, 
so schwellen nachher im Wasser die Zellen rasch wieder zum vollen Volumen 
an und werden dann erst wieder beweglich. Aus héheren Konzentrationen 
(iiber 0,6 mol) kommende Zellen bleiben viel langer .,.klein” und osmotisch 
verkrampft, wir sahen solche Zellen aber auch in geschrumpftem Zustand 
die améboide Bewegung wiederaufnehmen. — Im iibrigen liegen die 
Resistenzschwellen wohl fiir die einzelnen Euglena-Arten recht verschieden, 
z. B. fiir Euglena deses, wie es scheint, héher als fiir E. olivacea. Wir miissen 
uns vergleichende Angaben fiir spater vorbehalten. 

Auffallig ist im osmotischen Versuch vor allem das Verhalten der Haupt- 
vakuole, des .,Reservoirs der Zoologen, das bei allen Euglenen wiederkehrt 
(Abb. 3, S. 84). Jene erfahrt, wie schon Klebs als erster beobachtet hat, in 
hypertonischer Lésung meist eine starke Volumvergréferung. Die Va- 
kuolenwandung tritt verscharft hervor, ihre Oberflachenspannung und Run- 
dungstendenz nimmt zu. Daft die Tonoplasten der Gewebszellen héherer 
Pflanzen bei Kappenplasmolyse und Vakuolenkontraktion ahnliche Ver- 
anderungen erfahren kénnen, ist wohl bekannt (vgl. z. B. Héfler 1939, 
Kaiserlehner 1939). 

Den Gegensatz im Verhalten der schrumpfenden Euglena-Zelle und der 
anschwellenden Hauptvakuole méchten wir so erklaren, daf in letztere von 
aufen durch den Membrantrichter osmotisch wirksame Lésung eindringt, 
die nun ihrerseits dem iibrigen Protoplasten Wasser entzieht und dabei 
apschwillt. — Klebs (1883, S. 249) hat das Phanomen anders zu erklaren 
versucht. Die Hauptvakuole sei im Hypertonikum unfahig, Wasser nach 
aufen zu schaffen. ,,.Dadurch, daf anfangs die Nebenvakuolen noch ent- 
stehen und in sie hineinmiinden, vergréRert sie sich; dies ist nur bis zu 
einem gewissen Grade mdglich, da sehr bald das Zytoplasma durch Wasser- 
mangel erstarrt. So wiirde es sich erklaren, warum nur lebende Euglenen 
die Dilatation zeigen und auch nur bei verdiinnten Lésungen, da die kon- 
zentrierten momentan den Kérper zum Erstarren bringen.” — Daf die 
Hauptvakuole im Zustand osmotischer Anschwellung kein Wasser mehr 
auspumpt, steht fest. Doch spricht das relativ rasche, keineswegs stetig er- 
folgende Anschwellen fiir unsere Erklarung. Auch hat schon Klebs be- 
obachtet, da die Nebenvakuolen in der osmotisch geschrumpften Zelle ihre 
Tatigkeit einstellen. Unsere Deutung wird auch gestiitzt durch unsere Be- 
ebachtungen iiber das Schicksal der Hauptvakuole beim Wiedererwachen 
der zuvor osmotisch erstarrten Zellen im Standortwasser. Die vergriBer- 
ten prallen Hauptvakuolen bleiben im Wasser meist einige Minuten un- 
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verandert. Dann schrumpfen sie recht plétzlich, meist im Laufe einer halben 
oder einer Minute, sie werden schlaff elliptisch und nachher oft recht klein. 
Dabei wird die Miindung des Membrantrichters oft sehr deutlich sichtbar: 
die hypertonische Lésung, die nach unserer Auffassung die pralle Haupt- 
vakuole vorher erfiillt hat, wird ausgestoRen. Bald nachher erwacht oft die 
Zelle zur Bewegung. 

DaB die im Osmotikum verschirft sichtbare Membran der Hauptvakuole 
nachher im Wasser wieder verschwindet, ist vergleichbar der Reversibilitat 
der Tonoplastenbildung. Ware die Vakuolenwandung von Euglena fliissig 
wie der Tonoplast der Alliumzelle (Chambers und Héfler 1931), so wiirde 
auch ohne weiteres verstandlich, daft sich in der gesunden Zelle der Inhalt 
der Nebenvakuolen rhythmisch in die Hauptvakuole ergiefen kann. Wiah- 
rend die letztere ausgedehnt und von verstarkter Membran umgeben ist, ist, 
wie erwahnt, die Funktion der Nebenvakuole sistiert. 

Wihrend der osmotischen Schrumpfung der Euglena-Zelle tritt zweifel- 
los Wasser durch die Zelloberflache bzw. durch den Periplasten nach aufen. 
Wir miissen aus dem Tempo der Verkleinerung schliefen, daf der Periplast 
fiir Wasser ziemlich leicht durchlissig ist. Die Wasserpermeabilitat ist der 
GréRenordnung nach vergleichbar mit derjenigen langsamer durchlissiger 
pflanzlicher Plasmen (Huber und Héfler 1930). Der Zucker tritt nicht 
in osmotisch fafbarer Menge ein. — Wahrend somit infolge der Semipermea- 
bilitat des Periplasten alle Zellen im Hypertonikum osmotisch schrumpfen, 
erfolgt die Schwellung der Hauptvakuole bei E. olivacea keineswegs in allen 
Zellen (bei der von uns 1940 untersuchten halophilen Euglena sp. aus dem 
Soosmoor erfolgt die Vakuolenschwellung noch starker und allgemeiner). 
Da® iibrigens das der Zelle osmotisch entzogene Wasser seinen Weg nicht 
etwa allein durch die Hauptvakuole und den Membrantrichter nimmt, wird 
aus den mitgeteilten Beobachtungen iiber den zeitlichen Verlauf des Ge- 
schehens wohl klar. Das wird besonders deutlich auch beim Wiederturges- 
zentwerden der Euglenen im Wasser. Das plétzliche Auspumpen des Va- 
kuoleninhaltes stellt nach unserer Meinung eine aktive Leistung der Zelle dar. 

Zur Kenntnis des Periplasten von Euglena, der die metabolen Bewegun- 
gen der Zellen ausfiihrt — der in vergleichend-protoplasmatischer Hinsicht 
interessantesten Zellorganelle —, haben wir noch wenig beitragen kénnen. 
Auch die Frage nach der Wasserbilanz des kontraktilen Wandplasma- 
schlauches wihrend der osmotischen Versuche bleibt zu klaren. Doch zeigen 
die in Abschnitt 4 beschriebenen Nekroseformen, daf tote Zellen entspannt 
oder halbentspannt sind, daf sie gréfer als lebende Zellen sind und der 
mathematischen Kugelform zustreben. Die Zellumrisse der toten Zellen sind 
zarter, die der lebenden sind derber konturiert. Man kann danach, auch wo 
Eigenbewegung fehlt, die Erhaltung des Wandplasmaschlauches an den 
schirferen Zellumrissen erkennen. Eine Loslésung des Protoplasten von 
der ,,Pellicula* kommt bei Euglena nur bei toten Zellen vor. Eine solche 
,.Pseudoplasmolyse™ ist also hier nicht Lebens-, sondern Todesreaktion. Daf 
die lebende Euglenaceen-Zelle niemals plasmolysierbar ist, ist seit Klebs 
bekannt (1883, 1886, S. 403). 
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Im ganzen gesehen, zeigt die Euglena-Zelle eine osmotische Organisation, 
welche viel mehr der tierischen Protistenzelle als der Algenzelle entspricht. -— 
In den Zellen typischer Sii®wasseralgen herrscht ein nach Atmosphiren 
messender Innendruck, der durch die osmotische Saugkraft des Zellsaftes, 
den Grad der Turgordehnung und den elastischen Gegendruck der gedehniten 
Zellulosemembran bestimmt ist. Ein Turgordruck des Zellinhaltes auf die 
Zellumhiillung von ahnlicher Gréfenordnung ist bei Euglena sicher nicht 
vorhanden. Vom Standpunkt funktioneller Betrachtung méchten wir an- 
nehmen, dafi die den Eugleninen eigene Fahigkeit zur lebhaft metabolischen 
Bewegung mit einem solchen Turgor nicht vereinbar ware. Denn die Meta- 
bolie setzt doch voraus, da} der bei der Bewegung aktive Periplast sich 
nicht im Zustand elastischher Dehnung und Spannung befindet. Sonst 
wiirde jede Formveranderung eine siark erhdhte Arbeitsleistung nétig 
machen, 


Wien, Pflanzenphysiologisches Institut. 
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Neutralrottirbung im Fluoreszenzlicht 
Von 
Annemarie Toth 
(Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Wien) 


(Eingelangt am 17. Juli 1951) 


1. Einleitung 


Das Neutralrot nimmt unter den Hellfeld-Vitalfarbstoffen eine bevor- 
zugte Stellung ein. Schon die grundlegenden Untersuchungen Ruhlands 
(i908) zeigten, daft es als basischer Farbstoff vor allem aus neutralem bis 
schwach basischem Milieu von den lebenden Zellen besonders rasch auf- 
genommen wird. In neuerer Zeit befaften sich Strugger (1935, 1936) und 
Drawert (1938, 1940) eingehend mit der Analyse der Neutralrot-Vital- 
farbung pflanzlicher Zellen. Sie fanden, daft je nach Chemismus und da- 
durch bedingtem physiologischem Zustand der Zellen das Neutralrot im 
schwach sauren Milieu bis zu einem gewissen kritischen p, von der Zell- 
wand, von diesem Bereich ab gegen den Neutralpunkt hin begierig vom 
Zellsaft gespeichert wird. Daher galt Neutralrot in der Botanik als aus- 
gesprochener Vakuolenfarbstoff. Nachdem Haitinger (1938, S. 94) auf die 
Verwendbarkeit von Neutralrot als Fluorochrom hingewiesen hatte, unter- 
nahm es Strugger (1940), die Neutralrotfarbung pflanzlicher Zellen 
fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen und zu analysieren. 

Strugger arbeitete mit gepufferten Neutralrotlésungen 1 : 10000 (Phos- 
phatpuffer). Als Versuchsmaterial verwendete er die oberen (inneren) 
Epidermishautchen von Allium cepa. Es standen ihm fiir seine Versuche nur 
Friihjahrszwiebeln, die ihre Winterruhe bereits aufgegeben hatten, zur Ver- 
fiigung, bei denen (vgl. Drawert 1938) die Umschlagspunkte Membran- 
Vakuolenfairbung etwas im starker sauren Gebiet lagen. 

Nach Strugger weist die freie, molekular geléste Base des Neutralrot 
in Wasser eine stark orangegelbe Fluoreszenz auf, wahrend in iondispersem 
Zustand keine Fluoreszenz zu beobachten ist; dies diirfte seiner Meinung 
nach auch fiir die Molekiile des Farbsalzes zutreffen. Da der Farbstoff von 
den Zellmembranen als Kation elektrostatisch adsorbiert, also in ionisierter 
Form gebunden wird, fluoreszieren die Membranen nur kaum sichtbar 
dunkelrot in dem Bereich, in dem im Hellfeld sichtbare Membranfarbung 
stattfindet. Auch unterhalb des IEP konnte die Imbibition der Membran- 
systeme fluoreszenzoptisch gerade noch nachgewiesen werden. 

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich bei Struggers Versuchen auch fiir die 
Vakuolenfairbung. Im Hellfeld ist zwischen py 5 und p, 7 eine Rotfarbung 
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der Vakuole zu beobachten. Im Fluoreszenzmikroskop ist sie kaum nach- 
zuweisen. Bei Anwendung eines lichtstarken Instrumentes ist ein schwa- 
cher, dunkelroter Schimmer gerade noch zu beobachten. Daraus zieht Strug- 
ger den Schluf, daf der Farbstoff im Zellsaft normalerweise nicht in 
molekularer Form gespeichert wird, denn er verhalt sich fluoreszenzoptisch 
so, als ob er in ionisierter Form oder als Farbsalz vorlage. 

Strugger fand weiter, daft Zellen, die im Hellfeld keine deutlich sicht- 
bare Neutralrotfarbung der Vakuole besitzen, im UV-Licht doch ein ganz 
schwaches, graues Leuchten des Zellsaftes zeigen, das sich mit der Anniahe- 
rung an diejenige cy, in welcher die Vakuolenfarbung deutlich wird, immer 
mehr verstarkt. Er nimmt daher an, daft geringe Mengen des Farbstoffes 
auch im sauren Bereich von der Vakuole aufgenommen werden. Wurden 
Schnitte, die mit Neutralrot gefarbt waren und im Hellfeld rote Vakuolen 
mit Vakuolenkontraktion zeigten, langere Zeit im Fluoreszenzmikroskop 
belassen, so daft ein Teil des Schnittes vom UV-Erregerlicht bestrahlt wurde, 
zeigten in diesem Schnitteil die vordem fast fluoreszenzfreien, nur auferst 
schwach dunkelroten Vakuolen einen interessanten Fluoreszenzwechsel. Sie 
wurden allmahlich graugriin. Dieses Graugriin wurde immer starker, bis 
es schlieflich in helles Griingelb iiberging. Strugger schlof daraus auf 
eine Veranderung der Fettséuren, hervorgerufen durch die Bestrahlung mit 
UV-Licht, und auf ein Ubergehen der ionisierten Form des Neuiralrot nach 
UV-Bestrahlung in die molekulare Form. 

Anders liegen die Verhaltnisse beim Cytoplasma. Durch die Vakuolen- 
kontraktion entstehen in den Zellecken gréfere Plasmaansammlungen. Die- 
ses Plasma, das im Hellfeld ungefarbt erscheint, leuchtet nun*im Fluores- 
zenzmikroskop stark gelbgriin auf. Damit zeigie Strugger, daft Neutralrot 
auch fiir pflanzliche Zellen einen Plasma-Vitalfarbstoff darstellt. Die gelb- 
griine Fluoreszenz deutet darauf hin, da der Farbstoff nicht in ionisierter 
Form anwesend ist. Aber auch wafrige Lésung der Farbbase kommt nicht 
in Betracht, diese miiRte ja orangegelb fluoreszieren. Strugger nimmt 
daher an, daf die Base in neutralen Lipoiden im Plasma geldst ist; seine 
Annahme wird durch die Tatsache erhartet, da auch die nach KNO,- 
Plasmolyse entstehenden Myelinfiguren, die ja eine lipoide Komponente 
des Plasmas darstellen, stark gelbgriin fluoreszieren. 

Die Ergebnisse von Struggers fluoreszenzoptischen Untersuchungen 
waren kurz zusammengefaft folgende: 

1. Speicherung des Neutralrot als Base in den neutralen Lipoiden des 
Cytoplasmas, wobei deutliche gelbgriine Fluoreszenz auftritt. 

2. Speicherung in ionisierter Form in Membran und Zellsaft. Aus die- 
sem Grunde nur ganz schwache, kaum wahrnehmbare Fluoreszenz. 

3. Fluoreszenzwechsel der Vakuolen nach zwei- bis zehnminutiger Be- 
strahlung mit dem UV-Erregerlicht, die eine Veranderung der Fettséuren 
hervorruft. 

In der Neuauflage des Praktikums der Zell- und Gewebephysiologie der 
Pflanze (Strugger 1949) wurde diesen Ergebnissen nichts Neues hinzu- 
gefiigt. Strugger spricht hier sogar von voélliger Fluoreszenzfreiheit der 
Membranen und Zellsafte in allen p,-Stufen. 
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II. Eigene Untersuchungen 


Eines der wichtigsten Ergebnisse von Héflers vergleichenden Vital- 
farbungsstudien war die Aufdeckung der Existenz zweier grundsatzlich ver- 
schiedener Mechanismen der Zellsaftfarbung (Héfler 1947). Bei seinen Ver- 
suchen mit dem Fluorochrom Akridinorange fand er, da sich die Vakuolen 
der Blattepidermiszellen von Orchis maculata iiber p, 6,5 zu stumpf kupfer- 
roter Fluoreszenz farben, wahrend sie unter p, 6,2 véllig ungefarbt er- 
scheinen. Ganz anders verhalt sich die Blattepidermis von Platanthera 
bifolia. Hier farben.sich die Vakuolen griin, und zwar reicht diese Farbung 
auch noch weit ins saure Gebiet (bis ungefahr p,, 3). 

Auf Grund dieses vitalfarberischen Verhaltens unterscheidet Hoéfler 
leere” und ,,volle“ Zellsafte. Bei den leeren Zellsiften (Orchis maculata) 
erfolgt mit Akridinorange Ionenspeicherung. Die Molekiile des Farbstoffes 
kénnen durch das Plasma permeieren; da der Zellsaft sauer ist, dissoziieren 
sie aber und polymerisieren zu Kationenketten. Auf diese Weise bleibt 
dauernd ein Gefiille fiir die Molekiile erhalten; die leicht sauren Zellsafte 
fungieren als ,,lonenfallen“. Bei den vollen Zellsaften (Platanthera bifolia) 
hingegen wird der in die Zelle eindringende basische Farbstoff an in der 
Vakuole vorhandene Stoffe chemisch gebunden. 

Auswaschen der Schnitte mit NH, (n/100—n/500) bewirkte im Falle der 
leeren Zellsaifte véllige Entfarbung. NH, macht die Zellsafte alkalisch und 
verwandelt damit die rot leuchtenden Ionen des Akridinorange in permeier- 
fahige Molekiile, die leicht durch das Plasma exosmieren. Sie werden dann 
aufen von den Zellmembranen elektroadsorptiv mit leuchtend kupferroter 
Farbe gebunden, wahrend die Zellsafte véllig entfarbt werden. Die Zellen 
bleiben dabei am Leben. Die griin fluoreszierenden vollen Zellsafte werden 
hingegen mit NH, nicht entfarbt, da der chemisch im Zellsaft gebundene 
Farbstoff nicht zu freien permeierfahigen Basenmolekiilen riid<verwandelt 
wird. — Der Farbstoff Neutralrot verhalt sich in seiner Wirkung auf volle 
und leere Zellsifte ebenso wie Akridinorange. Auch hier ist die Unter- 
scheidung mittels NH,-Reaktion méglich. 

Seit langem schon ist das verschiedene Verhalten der auReren und inneren 
Epidermis von Allium cepa nach Anfarben mit Neutralrot bekannt. Es 
farben sich in beiden Fallen die Vakuolen an, jedoch in verschiedenen Farb- 
iénen. Wahrend die Vakuolen der Innenepidermis erdbeerrot erscheinen, 
sind die der Aufenepidermis mehr violettrot gefarbt. Mit Akridinorange 
farbt sich die Innenepidermis rot, die Aufenepidermis hingegen griin. _Wir 
haben es also hier auch mit leeren (Innenepidermis) und vollen (Aufen- 
epidermis) Zellsiften zu tun. Diese leeren und vollen Zellsafte wurden nun, 
zunachst an Allium cepa, spiater vergleichsweise auch an verschiedenen an- 
deren Pflanzen, nach Anfarben mit Neutralrot vergleichend fluoreszenz- 
optisch untersucht. 


a) Versuche an Allium cepa 


- Verwendet wurden stets Schnitte aus der Schuppenmitie der dritien 
Schuppe von auffen. Sie wurden zunichst mit H,O infiltriert und dann fiir 
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10 Minuten, in einigen Fallen auch fiir 20 Minuten in Farbbader von Neutral- 
rot 1: 10000 in p, 4,8 und py 7,45 (Phosphatpuffer) gebracht. AnschlieRend 
wurde im gleichnamigen ungefarbten Puffer ausgewaschen und beobachtet. 
Gleichzeitig wurden gleichwertige Schnitte auch in eine Akridinorange- 
lésung 1: 10000 p,, 7,45 eingelegt, um volle und leere Zellsifte sicher iden- 
tifizieren zu kénnen. 

Zunachst wurden Auffen- und Innenepidermis einer gelben Zwiebel (Zit- 
tauer Gelbe) untersuchi. 

Innenepidermis p, 7,45: Leere Zellsafte. Im Hellfeld erscheinen die Va- 
kuolen erdbeerrot gefarbt, die Zellen zeigen gleichmaftige Vakuolenkontrak- 
tion. Die Plasmazwickel in den Zellecken sind farblos. Im UV-Licht er- 
scheinen die Vakuolen ungefarbt, das Plasma hingegen leuchtet silbrig bis 
zart griingelb, die Membranen erscheinen farblos. 

Auftenepidermis p,, 7,45: Volle Zellsifte. Die Vakuolen sind im Hellfeld 
violettrot gefarbt und zeigen keine Vakuolenkontraktion. Im UV-Licht 
leuchten die Vakuolen blutrot auf, an einzelnen Stellen erscheinen 
auch die im allgemeinen farblosen Membranen gelb. 

Bei einer weifen Zwiebel (Agyptische Weiffe) hingegen, die bei der 
Kontrollfairbung mit Akridinorange leere Zellsafte in der Aufenepidermis 
ergab, zeigten die im Hellfeld erdbeerrot gefarbten Vakuolen im UV-Licht 
ebenso wie die Vakuolen der leeren Innenepidermis keinerlei Fluoreszenz. 
Das Plasma hingegen leuchtete silbrig bis griingelb. 

Als dritte Zwiebel wurde eine austreibende gelbe Zwiebei (Zittauer Gelbe) 
untersucht. Sie zeigte die von Drawert fiir Hellfeldfarbstoffe beschriebene 
Mosaikfarbung, die Héfler (1948, S. 607) fiir Fluoreszenzfarbstoffe als 
Buntfarbung bezeichnet. Es fanden sich hier in der Innenepidermis im 
Akridinorange neben roten leeren auch griine volle Zellsafte und alle még- 
lichen Farbiiberginge, wie Braunrot, Braun, Braungriin, Gelb, Gelbgriin 
usw. Die AuRenepidermis hatte normale volle Zellsifte. Die mit Neutral- 
rot py, 7,45 gefarbten Schnitte der Innenepidermis zeigten im Hellfeld neben 
den erdbeerroten Vakuolen auch violettrote und alle Ubergange zwischen die- 
sen beiden Farben. Im UV-Licht gab es analog dazu neben Vakuolen, die nicht 
fluoreszierten, solche, die blutrot aufleuchteten und daneben noch in ver- 
schiedenen Farbstufen von graurosa iiber rosa bis rot aufleuchtende Vakuo- 
len. Die im Hellfeld violetirot erscheinenden Vakuolen der Auffenepidermis 
leuchteten auch hier blutrot im UV-Licht. 

Die vollen Zellséfte wurden auch in Neutralrotlésungen von p, 4,8 ge- 
farbt. Auch hier zeigten die im Hellfeld violettroten Vakuolen schéne Rot- 
fluoreszenz im UV-Licht. 

Es zeigten sich wesentliche Unterschiede hinsichtlich der 
Fluoreszenz neutralrotgefarbter leerer und voller Zellsafte. 
Wihrend leere Zellsafte im UV-Licht nicht merklich auf- 
leuchten, zeigen die vollen Zellsafte eine schéne, kraftige Rot- 
fluoreszenz. 

Interessante Ergebnisse brachten die Versuche iiber Fluoreszenzwechsel, 
die analog den eingangs erwahnten Struggerschen Versuchen durchgefiihrt 
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wurden. — Schnitte von der Innenepidermis der gelben Zwiebel, die leere, 
im UV-Licht nicht rot aufleuchtende Zellsafte hatten, wurden nach dem An- 
firben mit Neutralrot p, 7.45 im Fluoreszenzmikroskop liegengelassen, so 
daf ein Teil des Schnittes vom UV-Erregerlicht getroffen wurde. Zu Beginn 
des Versuches waren die Vakuolen fluoreszenzfrei, die Plasmazwickel leuchte- 
ten silbrig bis griinlichgelb auf. Im Verlaufe der Bestrahlung wurden die 
Vakuolen der im Mittelpunkt des Gesichtsfeldes gelegenen Zellen nach 
20 Minuten matt graugriin, wahrend sich das Plasma mehr nach Gelb ver- 
farbte. Die iibrigen Zellen des Schnittes, auch die am Rand des Gesichts- 
feldes gelegenen, zeigten nach wie vor keine Fluoreszenz der Vakuolen. Nach 
weiteren 10 Minuten war die Fluoreszenzfarbe der mattgraugriinen Zellen 
in ein helles, leuchtendes Gelbgriin iibergegangen, wahrend die iibrigen 
Zellen des Schnittes auch weiterhin keine Vakuolenfluoreszenz wahrnehmen 
lieBen. Ganz anders verhielten sich hingegen die vollen Zellsafte der Aufen- 
epidermis. Auch hier wurden Schnitte im Fluoreszenzmikroskop belassen 
und auf Fluoreszenzwechsel untersucht. Die kraftig rot leuchtenden Va- 
kuolen zeigten aber auch nach 45 Minuten langer Einwirkung des UV-Lichtes 
keinerlei Verinderung in Farbton und Intensitaét ihrer Fluoreszenz. Ein 
Schnitt der Innenepidermis der austreibenden Zwiebel, der nebeneinander 
leere und volle Zellsafte nebst allen Ubergangen zeigte, wurde auch nach 
dem Anfarben im Fluoreszenzmikroskop liegengelassen; dazu wurde eine 
Stelle ausgewahlt, die neben fluoreszenzfreien auch mattrote und rote Va- 
kuolen hatte, wobei die roten aber nicht so blutrot leuchteten wie die vollen 
Zellsifte der Auffenepidermis. Nach 10 Minuten waren die vorerst fluores- 
zenzfreien und die mattroten Vakuolen graugriin, die roten zeigten noch 
keinen Wechsel ihrer Fluoreszenzfarbe. Nach weiteren 10 Minuten waren 
auch diese roten Zellen graugriin, zeigten aber doch daneben noch einen deut- 
lich wahrnehmbaren roten Schimmer. Nach weiteren 10 Minuten waren alle 
Zellen gelblichgriin, aber bei den vorher roten war auch jetzt noch ein roter 
Schimmer wahrzunehmen. Es scheint so, als ob hier beide Farbemechanismen 
nebeneinander gingen und in den buntscheckigen rosa und roten Zellen so- 
wohl Ionenfarbung als auch chemische Bindung der Farbbasenmolekiile an 
zelleigene Stoffe stattfande. Ersteres wiirde den Fluoreszenzwechsel, letz- 
teres die Rotfluoreszenz in ein und derselben Zelle verstandlich machen. 


Bei einer anderen austreibenden Zwiebel, die aber in Neutralrot keine 
Buntfarbung, sondern einheitliche Rotfluoreszenz der Vakuolen zeigte (auch 
in Akridinorange waren die Vakuolen einheitlich griin gefarbt), konnte auch 
nach halbstiindiger UV-Strahlen-Einwirkung keinerlei Anderung der Fluo- 
reszenz.wahrgenommen werden. 


Um zu sehen, ob die chemische Bindung des Neutralrot an zelleigene Stoffe 
im allgemeinen oder die Bindung an einen bestimmten Stoff die Rotfluores- 
zenz bedingen, wurde eine Reihe anderer Pflanzen mit vollen, aber vergleichs- 
weise auch mit leeren Zellsaften fluoreszenzoptisch untersucht. Auch hier 
wurden stets gleichwertige Schnitte (Blattunterseite — Epidermis) sowohl in 
Neutralrot p,, 7,45 als auch in Akridinorange p, 7,45 eingelegt, um mit Sicher- 
heit leere und volle Zellsafte zu identifizieren. 
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b) Versuche mit verschiedenen Pflanzen 


4 Leere Zellsifte: 
Epipactis latifolius: 
Die Epidermiszellen haben leere Zellsifte, die Schlieftzellen volle. Die 
mit Neutralrot im Hellfeld erdbeerrot gefiirbten Vakuolen der Epidermis- 
zellen leuchten im UV-Licht nicht auf. Die Schliefizellen speichern das 


Neutralrot in grofen Tropfen, diese erscheinen in der Fluoreszenz dunkel. 
Ordhis maculata: 

Die im Hellfeld erdbeerrot gefarbten Vakuolen leuchten im UV-Licht 
nicht auf. Die Plasmazwickel leuchten hell griingelb. Die Aufenwande der 
SchlieBzellen leuchten orangegelb. 

Orchis militaris: 

Die leeren, im Hellfeld erdbeerroten Zellsafte leuchten im UV-Licht nicht 

auf. Die Plasmazwickel leuchten silbrig. 


Volle Zellsafte: 
Coronilla varia’: 
Die im Hellfeld kraftig violettroten Vakuolen leuchten im UV-Licht rot. 


Die Membranen erscheinen farblos, im toten Randfeld aber rosagelb. 


Lathyrus pratensis: 


Die im Hellfeld stark violettrot gefarbten Zellsafte leuchten im Fluores- 
zenzmikroskop rot auf. 


Lotus corniculatus: 

Die im Hellfeld nicht besonders stark violettrot angefarbten Vakuolen 
fluoreszieren schwach rot, die grofen schwarzroten Entmischungstropfen hin- 
gegen erscheinen im UV-Licht dunkel, nicht fluoreszierend. 


Vicia cracca: 


Die im Hellfeld schwach violettrot gefarbten Vakuolen leuchten auch im 
UV-Licht nur matt rosarot. 


Daphne laureola: 


Die Vakuolen der Epidermiszellen sind hier besonders stark violettrot an- 
gefarbt. Sie erscheinen im UV-Licht leuchtend rot. Die Rotfluoreszenz der 
Vakuolen iiberstrahlt hier sogar die Fluoreszenz der Chlorophyllkérner in 
den Parenchymzellen. 


Cerinthe minima: 
Die im Hellfeld zart violettroten Zellsafte leuchten rosarot im UV-Licht. 


1 An diinane Pflanze wurde die Rotfluoreszenz neutralrot gefarbter voller Zell- 
sifte erstmalig im Zellphysiologischen Praktikum, das unter Leitung von Prof. Héf- 
ler und Doz. Hofmeister stand und dessen technische Vorbereitung mir oblag, 
beobachtet. 
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Calamintha alpina: 


Die Epidermiszellen zeigen im Hellfeld violettrot gefarbte Vakuolen mit 
zahlreichen dunkelroten Entmischungstropfen. Auch hier fluoreszieren die 
Zellsifte zart rot, wahrend die Entmischungstropfen im UV-Licht schwarz 
erscheinen. 


Digitalis ambigua: 

Auch hier wieder rosarote Fluoreszenz der zart violettroten Zellsafte, 
wahrend die zahlreichen dunkelroten Entmischungstropfen im UV-Licht 
nicht aufleuchten. 


Anacamptis pyramidalis: 

Die Vakuolen der Epidermiszellen sind im Heilfeld gréftenteils stark 
violettrot gefarbt, im UV-Licht erscheinen sie leuchtend rot. Einzelne im 
Hellfeld weniger stark angefarbte Vakuolen fluoreszieren nur rosa. 

Auch diese stark rot fluoreszierenden Zellsafte wurden auf Fluoreszenz- 
wechsel untersucht. Schnitte, die nach dem Farben im Fluoreszenzmikroskop 
liegenblieben, zeigten aber selbst nach 34 Stunden langer Einwirkung des 
UV-Lichtes keinerlei Anderung ihrer Fluoreszenz. 


Cephalanthera alba: 
Die Epidermiszellen erscheinen im Hellfeld nur schwach violettrot, die 


SchlieRzellen sind dunkel gefarbt. Im UV-Licht fluoreszieren die Zellsifte 
der Epidermiszellen schwach, die der Schliefzellen kraftig rot. 


Cephalanthera rubra: 


Die Vakuolen der Epidermiszellen sind schwach violettrot gefarbt. In 
den Zellen liegen dicht zu Trauben zusammengedriangie dunkelrote Ent- 
mischungskugeln. Auch hier leuchten die Zellsafte zart rot auf, wahrend die 
Entmischungskugeln nicht fluoreszieren und schwarz erscheinen. 


Platanthera bifolia: 


Die im Hellfeld dunkelviolettroten Zellsafte der Epidermiszellen und 
der Schliefzellen leuchten im UV-Licht rot auf. 


III. Zusammenfassung 


Volle und leere Zellsaifte verschiedener Pflanzen wurden nach Anfarben 
mit Neutralrotlésung p, 7,45 fluoreszenzoptisch untersucht. Fiir die leeren 
Zellsafte, bei denen die im Hellfeld erdbeerrote Farbung auf lonenspeiche- 
rung beruht, trifft Struggers Angabe iiber Fluoreszenzfreiheit zu. Anders 
aber verhalten sich die vollen Zellsafte, deren im Hellfeld violettrote An- 
farbung auf Bindung der eindringenden Farbbasenmolekiile an zelleigene 
Stoffe beruht. Sie leuchten im UV-Licht rot auf. Fluoreszenzfarbe und In- 
tensitat des Aufleuchtens sind weitgehend von der Intensitat der Hellfeld- 
farbung abhangig. Auch scheint nicht die Bindung an einen bestimmten Stoff, 
sondern allgemeine Bindung des Farbstoffmolekiils an zelleigene Stoffe die 
Fluoreszenz zu bewirken. In den Vakuolen vorkommende Entmischungs- 
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iropfen fluoreszieren nicht. Der von Strugger beschriebene Fluoreszenz- 
wechsel trifft fiir die leeren, nicht aber fiir die vollen Zellsafte zu. In den 
Zellsiften buntscheckiger, austreibender Zwiebeln diirften beide Speicher- 
mechanismen (lonenspeicherung und chemische Bindung) nebeneinander 
wirken. 
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Molisch (1885) hat in den Epidermiszellen von Epiphyllum truncatum 
eigenartig geformte Gebilde gesehen und sie richtig als ,,Proteinkérper“ er- 
kannt. Eine Nachpriifung von Chmielewski (1887) hat die Angaben von 
Molisch bestiatigt. Nach einem Bericht von Heinricher (1889) hat Leit- 
geb solche Zellinhaltskérper auch bei Opuntia virens gefunden. Gickl- 
horn berichtete 1913 iiber das Vorkommen spindelférmiger Eiweifkérper 
bei anderen Opuntia-Arten, Kiister (1934) hat sich hauptsachlich mit der 
Gestalt und Struktur dieser ,,anisotropen Fibrillenbiindel“ beschaftigt und 
ist 1948 nochmals darauf zuriickkgekommen, indem er die Eiweifspindeln 
von Impatiens mit denen von Epiphyllum verglich. .Zu wenig Beachtung 
fand der Nachweis von Mikosch (1907), da bei seinen Versuchspflanzen 
in Epiphyllum truncatum nur dann Eiweiftspindeln auftraten, wenn die 
Sprosse auf Pereskia aculeata gepfropft waren, einer Unierlage, die selbst 
Eiweifspindeln besa. Mikosch sah darin einen Beweis fiir die stoffliche 
Beeinflussung des Reises durch die Unterlage. Klehbahn (1928) scheint als 
erster auf Grund seiner Erfahrungen an viruskranken Anemonen und Tabak- 
pflanzen an die Méglichkeit gedacht zu haben, daft es sich bei den Eiweif- 
spindeln von Epiphyllum um ein Krankheitssymptom handeln kénne, das 
durch einen Viruserreger hervorgerufen wird. Dieser Méglichkeit tragt K 6 h- 
ler (1934) insofern Rechnung, als er in seinem Handbuchartikel iiber Virus- 
krankheiten bei Besprechung der EinschluBkérper in einer Anmerkung auch 
auf die Epiphyllum-Eiweifspindeln hinweist. Eine experimentelle Priifung 
dieser Frage hat Rosenzopf (1951) versucht. Auf Grund von Impf- (In- 
fektions-) Versuchen mit Epiphyllum-Arten und Pereskia kam sie zu fol- 
gendem Ergebnis: Bei Pfropfung geht das die Spindelbildung veranlassende 
Agens von dem spindelhaltigen auf den spindelfreien Pfropfpartner iiber. 
Injektion von Gewebesaft spindelhaltiger Pflanzen hat das Entstehen von 
Eiweifspindeln in den vorher spindelfreien Pflanzen zur Folge. Auf Grund 
dieser und anderer Ergebnisse vertritt die Autorin die Ansicht, daf die in 
Kakteen vorkommenden Eiweifspindeln Virus-Einschlu&k6érper sind. Wah- 
rend manche ‘Virus-Einschlu&kérper klein und in der lebenden Zelle schwer 
zu sehen sind, werden die Eiweifispindeln der Cactaceen meist grof, und 


1 Hans Fitting zum 75. Geburistag gewidmet. 
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sie sind schon in vivo leicht zu beobachten; diese Eiweiftspindeln diirften 
daher ein besonders giinstiges Objekt darstellen, um die Eigenschaften und 
die Entstehungsweise der Viruskristalle in der Zelle zu studieren. In dieser 
Mitteilung wird iiber die Morphologie dieser Gebilde berichtet. 

Besonders grofe und mannigfaltig geformte Eiweiffgebilde fanden wir 
in der Epidermis und im Grundgewebe einer Cactacee, von der, soweit wir 
sehen, das Vorkommen von ,,Eiweifspindeln* noch nicht bekannt ist, namlich 
Rhipsalis cereuscula. Untersucht wurden Sprofglieder einer Pflanze, die auf 
Pereskia aculeata gepfropft ist (Abb.1). Die Pflanze, die aus dem Wiener 
Botanischen Garten bezogen wurde, wird seit einem Jahr im Grazer Bo- 
tanischen Garten gehalten, sie wurde mir in entgegenkommender Weise zur 
Untersuchung zur Verfiigung gestellt. Die peripheren Gewebe, vor allem 
die Epidermis und Subepidermis der 
Sprosse (mit Ausnahme des jiingsten, 
noch nicht voll entwickelten Gliedes), 
sind reich an oft auffallend grofen 
Eiweifigebilden:' manchmal herrschen 
typische Spindeln vor, manchmal ring- 
formige, nicht selten sind Sechser 
(Abb. 2). Zum Vergleich wurden die 
Sprosse einer wurzelecht gezogenen 
Rhipsalis derselben Art untersucht. Die 
Gewebe dieser Pflanze sind vollkom- 
men frei von Eiweiffspindeln. Von der 
Pereskia-Unterlage, auf der die Rhip- 
salis gepfropft ist, konnten wir, um das 
Reis nicht zu gefahrden, nur ein klei- 
Abb. 1. Rhipsalis cereuscula auf Pe- nes Fragment untersuchen. Es fanden 

reskia aculeata gepfropft. sich darin keine Eiweiffspindeln. Das 
beweist aber nicht, daB die Pereskia 

virusfrei ist, denn bei Pereskia kommen die Eiweiftspindeln hauptsachlich in 
den Blattern vor, in alteren mit Periderm versehenen Staimmen aber nicht. 
Im allgemeinen sind Pereskia-Pflanzen, die in Gewachshiusern gezogen 
werden, Virustrager. Durch das Entgegenkommen der Direktion des Wiener 
Botanischen Gartens erhielt ich einen beblatterten Sprof von demselben 
Pereskia-Klon, auf den die Rhipsalis gepfropft werden. In den Blattern die- 
ser Pflanze sind Eiweifispindeln reichlich vorhanden. Auch in einer zweiten, 
mir ebenfalls zur Verfiigung gestellten, auf dieser Pereskia gepfropften 
Rhipsalis cereuscula finden sich Spindeln und anders geformte Eiweif®- 
gebilde in Masse. Das Eiweifispindeln enthaltende Rhipsalis-Pfropfreis un- 
serer Pflanze ist zwar gut entwickelt, unterscheidet sich aber von den spin- 
delfreien, frischgriinen wurzelechten Rhipsalis-Pflanzen durch eine gelb- 





1 Die Nebenzellen des Spaltéffnungsapparates enthalten regelmafig grofe Spin- 
deln, dagegen fehlen sie den Schliefizellen. In diesem Verhalten entspricht Rhipsalis 
der Regel, daf die Stoma-Zellen frei von Eiweifkristalloiden sind (Kenda, Tha- 
ler, Weber 1951, Brat, Kenda, Weber 1951). 





SS 


WS 





oo ag 





Cactaceen-Virus-Eiweifspindeln 113 

















Peres Sey 
100u 








Abb. 2. Eiweif-Viruskérper verschiedener Gestalt aus Rhipsalis. 


Protoplasma, Bd. XLI/1. 8 
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griine, blasse Fiairbung der Sprosse. Es ist wohl méglich, da dieser Chloro- 
phylidefekt ein Symptom der Virus-,,.Erkrankung™ ist. Abgesehen von den 
am hiaufigsten vertretenen Formen, Spindeln und Ringen, treten manchmal 
auch Achter auf. Die Ringe kénnen recht verschieden breit sein, bisweilen 
sind sie so breit, daB man sie besser als ringférmige Bander bezeichnen sollte 
(Abb. 3). Die Entstehung der Ringe stellte man sich bisher so vor, daft sich 
die Spindeln nach ergiebigem Lingenwachstum aus ,,Raumnot™ gebogen und 
zu geschlossenen Ringen zusammengelegt haben. ,,Wird ihr Wachstum noch 
weiter fortgesetzt, so entstehen 8-ahnlich gebogene Figuren“ (Kiister 
1951: 438). Die Méglichkeit einer solchen Entstehung der Ringe und Achter 
soll nicht bezweifelt werden, sie wurden auch bei Virus-Einschlu#k6rpern 
beobachtet (Bawden 1950: 48, Weber 1951). In den Zellen von Rhipsalis 
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Abb. 3. Ringférmige Viruskérper von Rhipsalis bandartig. 
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finden sich aber manchmal auch recht kleine Ringe, die offenbar nicht unter 
..Raumnot™ leiden. Was die Achter betrifft, so konnte bei Rhipsalis eine 
andere als die bisher vermutete Entstehungsweise direkt beobachtet werden: 
Die Ringe verandern in den Zellen ihre Lage relativ rasch, in etwa 10 Minuten 
k6nnen sie ihre Stellung um 90 Grad drehen; dabei zeigen sie mehr oder 
weniger starke Deformierungen. So kommt es nun auch vor, daft ein Eiweil}- 
ring zu einer Achierschleife wird. Ob bei den Lageveranderungen und Dre- 
hungen Plasmastrémungen die (alleinige) Ursache sind oder ob (auch) Kriafte, 
die in den Eiweifgebilden selbst liegen, eine Rolle spielen, kénnen wir nicht 
sagen. Die blitzartig rasche Drehung, bei der im Verlauf von Sekunden unter 
den Augen des iiberraschten Beobachters aus einem Ring ein Achter und dann 
wieder umgekehrit aus dem Achier ein Ring werden kann, spricht fiir Span- 
nungsanderungen, die im Viruskérper sich abspielen. 

Fiir Epiphyllum truncatum hat Kiister (1934, 1951) angegeben, daf sel- 
tener als die festgefiigten EiweiRspindeln solche sind, ..die zu lockeren Faser- 
biindeln oder Garben sich auflésen oder gar in einzelne Fibrillen zerfallen™. 
Lose Aggregate von Nadeln hat Mikosch (1890) auch fiir Oncidium micro- 
chilum beschrieben. Bei der von uns untersuchten Rhipsalis fanden sich An- 
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haufungen loser Nadeln nur selten; die Eiweiffnadeln kénnen sehr fein sein, 
etwa so wie die von Kéhler (1942: 60) abgebildeten Nadelkristalle im 
Parenchym einer X-Viruskranken Kartoffelknolle. Einmal hatten die nadel- 
formigen Fasern eine auffallige Anordnung (Abb. 4). In der Mitte der Zelle 
lag in einer Plasmaansammlung eine Gruppe stark lichtbrechender Gebilde 
(x-body?); an diese heran traten die Eiweifffasern, die von zwei Polen aus- 
strahlten. Das sich so ergebende Bild war in frappanter Weise dem Meta- 
phase-Stadium einer Mitose ahnlich. Sowohl die Fasern als auch die in der 
Aquatorebene liegenden, verschiedengestaltigen Kérper waren doppel- 
brechend. Da ja auch die Spindelfasern der Metaphase doppelbrechende 
‘Gebilde sind (Schmidt 1939, Miihldorf 1951), so 
verdient diese Anordnung der Virusnadeln Interesse. 

Die Eiweifispindeln kénnen entweder homogen Jha 
erscheinen oder aber eine mehr oder weniger deut- 
liche Langsstreifung erkennen lassen; das wird von fp 
allen Beobachtern angegeben. Die Rhipsalis-Spin- 
deln lieRen manchmal eine andere Struktur erken- 
nen, deren Deutung zuniachst Schwierigkeit bereitete. 
Man hat den Eindruck, als ob die grofe Spindel sich 
aus vielen, schraubig angeordneten kleinen Spindeln 
zusammensetzen wiirde (Abb. 3). Diese Struktur 
scheint dann zustande zu kommen, wenn die Makro- 
spindel sich aus vielen zarten Fibrillen zusammen- 
setzt und diese Fibrillen nicht (wie das sonst der 
Fall ist) parallel verlaufen (wodurch die Langs- 
streifung zustande kame), sondern tordiert und ver- 
flochten sind. Die ganze Spindel hat also einen Bau _ Abb. 4. Metaphase-Spin- 
wie ein aus Strangen zusammengesetztes Seil oder delahnliche Anordnung 
wie ein geflochtener Zopf. Deutlicher wird dieser der Virusfasern. 
Aufbau, wenn die Spindel nicht aus vielen feinen, 
sondern aus wenigen gréberen Strangen sich zusammensetzt. Soeben ist 
eine kurze Mitteilung von Kohler und Bode (1951) erschienen, worin ein 
elektronenmikroskopisches Bild des Kartoffel-X-Virus wiedergegeben wird, 
wie es aus einem nicht gereinigten Prefisaft gewonnen wurde. Die Ahnlich- 
keit mit dem lichtmikroskopischen Bild der intracellularen Viruskérper von 
Rhipsalis ist vollkommen. Das gleiche Prinzip der Verflechtung, das den 
submikroskopischen Bau des Kartoffelvirus beherrscht, kommt bei EinschluB- 
kérpern in den lebenden Zellen von Rhipsalis in dem héheren Niveau der 
lichtmikroskopischen Dimension ebenfalls zur Geltung. Wahrend die elek- 
tronenmikroskopischen ,,Zépfe~ des Kartoffel-X-Virus meist dreiteilig sind, 
bestehen die lichtmikroskopischen ,,Zépfe* in den Rhipsalis-Zellen haufig 
aus einer gréReren Anzahl von Teilen. Nach einer weiteren Mitteilung von 
Kohler und Bode (1951) stellen auch die elektronenmikroskopischen Stab- 
chen des Tabakmosaik-Virus in Wirklichkeit spiralig verlaufende Bander 
oder Faden vor. 
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Auch die Ringe, die in der Regel homogen erscheinen, lassen bisweilen 
8* 
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mehr oder weniger deutlich einen Aufbau aus zahlreichen, zarten, ver- 
flochtenen Strangen erkennen. 

An einem mit der Saurefuchsin-Methode nach Zimmermann (1892) ge- 
{arbten Praparat von Rhipsalis fand sich in einer im Grundgewebe gelegenen 





Abb. 5, 
Aufbau der Eiweifspindeln: tordierte Fasern, Zépfe. 
Bi et ee se al Rechts oben: Deformierter Virus-Ring. 








groBen Schleimzelle ein auffallendes Aggregat von Eiweifkristallen; es lag 
in der Mitte der Zelle und war intensiv rot gefarbt wie die Eiweiffspindeln 
(Abb. 6). Die besonderen Verhiltnisse der Schleimzelle hat offenbar die 
eigenartige Gestalt des Viruskérpers bedingt. Verletzte Sprosse von Rhip- 
salis nehmen oft ein bis mehrere Tage nach der Verwundung eine kupfer- 
rote Farbung an. In einzelnen Zellen kénnen dann Aggregate von rot- 
gefarbten Kristallen auftreten, die stark doppelbrechend sind. Ihre Natur 
ist unbekannt, Karotinkristalle sind es wohl nicht, da sie sich in Schwefel- 
sdure nicht blau farben’. Manchmal sieht man auch einzelne rote, nadel- 
formige Kristalle. Diese liegen in einem unregelmafig konturierten Kérper, 
der auerdem stark lichtbrechende Kérnchen einschlieRt. Das ganze Gebilde 
ahnelt den x-bodies in den Zellen viruskranker Pflanzen (Abb. 7a). Die in 
Abb. 8 dargestellten Gebilde diirften ebenfalls x-bodies sein; sie sind kugelig, 
ziemlich scharf gegen das iibrige Cytoplasma abgegrenzt, zeigen leicht wo- 
gende Bewegung und sind mit verschieden groffen, stark lichtbrechenden 
Kérnchen erfiillt; sie umhiillen oft den Zellkern (Bawden 1950: Fig. 8, 17). 


1 Es ist wahrscheinlich, daf die Substanz, die die roten Kristalle bildet, mit dem 
von Molisch (1928) bei verschiedenen Kakteen gefundenen Farbstoff ,,Kaktorubin“ 
identisch ist. Molisch gibt allerdings an, da® der Farbstoff auf keine Weise zum 
Kristallisieren gebracht werden kann. Vielleicht erméglichen die in den viruskranken 
Zellen gegebenen Bedingungen die Kristallisation. 
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Kin saturnartiges Bild bot eine x-body-Kugel, die von einem Eiweifring um- 
geben war; die Kugel lag allerdings nicht ganz in der Mitte des Ririges, son- 
dern etwas exzentrisch, an dem einen Pol stand der Ring in Kontakt mit 





Abb. 7. Rhipsalis. a Kaktorubin-Kristalle in einem 

x-body eingeschlossen. Lebende Zelle. b In der 

Abb. 6. Aggregat von Virus- Mitte eine tote Zelle mit Kaktorubin-Kristallen. 

kristallen in einer Schleimzelle Die umgebenden lebenden Zellen mit Eiweif- 
von Rhipsalis. spindeln. 








Abb. 8. Kugelférmige x-bodies in Zellen von Rhipsalis. 


der Kugel (Abb. 9). Dieses Bild ist aus zwei Griinden von Interesse: 1. zeigt 
es, daft nicht Platzmangel die Bildung des Ringes in der grofen Zelle ver- 
anlaft, 2. spricht es fiir die Entstehung des Virusringes ,,aus“ der x-body- 
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Kugel. Da in dieser Zelle der sonst gut sichtbare Zellkern nicht zu sehen war, 
darf angenommen werden, daft er sich im Inneren der Kugel befand. Der 
Kontakt der x-body-Kugel mit dem Zellkern einerseits und des Virus- 
Eiweiftringes mit dem x-body andererseits ist beachtenswert, da ja vermutet 
wird, da die Ribonucleoproteide des Cytoplasmas aus dem Zellkern stam- 
men, aus dem sie in das Cytoplasma abgegeben werden; die Viren, speziell 
die pflanzlichen, bestehen jedenfalls aus Ribonucleoproteiden. Ein anderes 
Mal wurde ein kleiner, zarter, junger Virus-Eiweif-Achter beobachtet, der 
wus einer x-body-Kugel herausragte. Er fiihrte ziemlich rasche stiandige 
Formverinderungen aus (Abb. 10). Auch hier hat man ganz den Eindruck, 





Abb, 10. Rhipsalis. Jun- 

ger Virus-Achter in Kon- 

takt mit einer x-body- 
Kugel. 





Abb. 9. Rhipsalis.-Kugeliger 

x-body von einem ringf6r- 

migen Virus-Kérper um- 
geben. 


da® der Eiweifachter im x-body gebildet wird. SchlieBlich sei noch die Zeich- 
nung einer Rhipsalis-Zelle wiedergegeben, in der der gréRte Teil des Proto- 
plasten mit einem Geflecht zarter Eiweiffaden erfiillt war (Abb. 11). 

Die Beobachtungen wurden in der Regel an lebenden, in Wasser liegenden 
Flachenschnitten gemacht. Wird zu diesen Jodjodkali zugesetzt, so verhalten 
sich die Eiweifispindeln recht verschieden, je nachdem das Reagens langsam 
oder rasch zu den Zellen zutritt. Im ersteren Falle werden die Eiweif- 
gebilde unter Braunfarbung fixiert. ohne daf sie ihre auere Gestalt merk- 
lich andern wiirden. Die faserige oder tordierte Struktur wird dabei aller-' 
dings unkenntlich und die Gebilde erscheinen kompakt, homogen. Tritt 
das Jodjodkali aber rasch zu, so tritt meist unter Quellung eine Kontraktion 
ein, die manchmal bis zur Abkugelung fiihren kann. Bei Rhipsalis und in 
gleicher Weise bei Epiphyllum tritt dabei nicht selten eine eigenartige Ver- 
drehung der Spindeln ein (Abb. 12). Die Kontraktion und Tordierung ist in 
Wasser reversibel. Vergleiche Weber 1951 a. 

Das Abkugeln der Spindeln, das sich in der Regel auch in absterbenden 
Zellen einstelli, zeigt, da die Spindeln leicht in den fliissigen Aggregat- 
zustand iibergehen kénnen, in ungestérten Zellen sind sie aber recht steif, 
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das geht daraus hervor, dafi sie bei Plasmolyse dem Zug des sich kontra- 
hierenden Protoplasten nicht nachgeben und daher aus diesem herauSzuragen 
scheinen (Abb. 13). Die Zellmembran der viruskranken Rhipsalis zeigt nicht 
selien Bildungsstérungen, bisweilen von cystolithenahnlicher Gestalt 
(Abb. 14). Die SchlieRzellen sind meist kollabiert. Ob und in welcher Weise 
diese Anomalien mit der Viruserkrankung zusammenhingen, bleibt zu unter- 
suchen. 

Von Interesse wird das Verhalten der Cactaceen-Virus-Kérper gegeniiber 


Abb. 12, Eiweifispindeln aus 





Abb. 11. Geflecht von Epiphyllum truncatum in 
Eiweiffaiden aus einer Jodjodkali-Lésung — defor- 
Rhipsalis-Zelle. miert. 











Abb, 14. Abnormale Membranbil- 
Abb. 13. Zelle aus Rhipsalis mit Eiweifspindel, dungen der viruskranken Rhip- 
plasmolysiert. salis-Zellen. 


Ribonuclease sein. Die pflanzlichen Viren sind Feulgen-negativ, sie ent- 
halten nicht Thymo-, sondern Ribonucleinséure. Auch die Methoden, die 
Bald (1949) zur Fixierung und Farbung der Viruskérper in Pflanzenzellen 
ausgearbeitet hat. sollen an Rhipsalis erprobt werden. 


Zusammenfassung 


Rhipsalis cereuscula enthilt, wenn sie auf Pereskia aculeata gepfropft 
ist, hauptsiachlich in der Epidermis und Subepidermis der Sprosse zahlreiche 
groke Eiweifgebilde verschiedener Gestalt. Diese Gebilde werden als Virus- 
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kérper gedeutet. Die Eiweiffspindeln lassen bisweilen einen zopfartigen 
Aufbau aus einer Anzahl von einzelnen Strangen erkennen. In manchen 
Zellen sieht man x-body-artige Plasmakugeln, mit denen die Virus-Eiweif- 
kérper bisweilen in Kontakt stehen. 
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Bajer, A.: Electrical forces in mitosis I. Acta Soc. bot. Polon. 20, 709—737 
(1950). 


Untersuchungen im homogenen elektrostatischen Felde ergeben keine 
elektrische Ladung der Chromosomen mitotischer oder intermitotischer 
Kerne; auch sind weder Beschleunigungen noch Verzégerungen der Chromo- 
somenbewegung bei Mitwirken des Feldes parallel dazu nachgewiesen wor- 
den. Dennoch ist ein solches nicht wirkungslos, sondern fiihrt zu Stérungen 
im Bewegungsmechanismus und in der Struktur der Chromo- 
somen. Bei starken Feldern kommt die Teilung nach Minuten, die Plasma- 
teilung nach einigen Stunden zum Stillstand. Nach Ausschalten eines schwi- 
cheren Feldes kann die Mitose einen wenn auch im Ablauf gestérten Fort- 
gang finden. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Bericht von der 50. Hauptversammlung der Deutschen Bunsengesell- 
schaft vom 3. bis 5. Mai 1951 in Gottingen. Z. Elektrochem. angew. 
physik. Chem. 55, Nr. 6, S. 445—592 (1951). 


Das auf dieser Tagung diskutierte Hauptthema ,,Physikalisch-che- 
mische Probleme der Biologie” laRt es wiinschenswert erscheinen, 
auch an dieser Stelle auf die Drucklegung der mitgeteilten Beitrage hinzu- 
weisen, soweit sie den Protoplasmatiker besonders angehen. Das gilt schon 
fiir K. H. Meyers Ubersicht der molekularen Leptonik biologischer Systeme 
(S. 453), die sich mit den Kettenmolekeln auch des Protoplasmas und mit 
Folgerungen beziiglich ihrer Lage, Form und deren Veranderung befaftt. Von 
T. Teorell wird eine erweiterte Theorie der Permeabilitat konvektions- 
freier Membranen mit ,,fixierten” Ladungen (S. 460) vorgelegt; die entwickel- 
ten Formeln beziehen sich auf Systeme unter 4uRerem elektrischem Strom- 
flu& ebenso wie auf solche ohne Strom, also mit freier Diffusion. Mittels 
radioaktiver Isotope hat Hans H. Ussing zwischen aktivem Transport und 
Diffusion: zu unterscheiden versucht (S. 470), wahrend G. Manecke und 
K. F. Bonhoeffer die -elektrische Leitfahigkeit von Anionenaustausch- 
membranen (S. 475) untersucht haben. Bemerkenswert ist auch die Mitteilung 
von O. Kratky, G. Porod und E. Treiber, die Deformationen von Fasern 
diskutieren, bei denen aufeinanderfolgende Mizellen durch laminare Be- 
reiche verhiangt sind, so daft gegenseitige Verdrehungen nur um die Quer- 
richtung moéglich sind (S. 481). Mit muskelahnlichen Arbeitsleistungen von 
Hochpolymeren machen W. Kuhn und B. Hargitay in ihren Untersuchun- 
gen mit Polyacrylsaure (S. 490) bekannt. Es handelt sich hiebei um kontrak- 
tile Systeme (Faden), welche auf veranderte Ionisation in ihrem Molekelwerk 
eingebauter ionisierbarer Gruppen ansprechen, ja in begrenztem Mafte auch 
das fiir den Muskel kennzeichnende Vikamase des quick release zeigen. 
Erganzend dazu berichtet Hans H. Weber iiber Aktomyosinmodelle (S, 511), 
welche mit Adenosintriphosphat und nur mit diesem zu Kontraktionen 
fiihren; auch die Muskelkontraktion diirfte danach auf einer Spaltung des 
Adenosintriphosphat, die Muskelerschlaffung auf Stillstand dieser Spaltung 
beruhen. In einer Mitteilung iiber den osmotischen Druck (S. 518) wird von 
E. A. Moelwyn-Hughes auch die Frage nach dem ,,freien Raum“ und 
dessen Berechenbarkeit angeschnitten, und an pathologischen Serumpro- 
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teinen werden von K. Dialer Molekulargewichts-Bestimmungen mittels 
Ultrazentrifuge (S. 525) behandelt, wihrend G. Oster die Bedeutung weit- 
reichender Krafte zwischen Molekeln fiir biologische Substanzen &. 529) 
untersucht hat. Mit dem Wachstum der belebten Substanz zum Unterschied 
von dem der Kristalle (S. 531) beschaftigt sich der Bericht von H. Lettré. 
Der Diffusionsweg der Nahrstoffe und der Abtransport der Endprodukte 
bedingen die Einhaltung einer nicht iiberschreitbaren ZellgréRe, wahrend 
die identische Reproduktion der Zellkonstituenten als chemisches Problem 
erkannt wird. Ferner werden die Bedeutung der Oherflachenspannung und 
osmotischer Arbeit bei der Teilung diskutiert und in der Zelloberflache, dem 
Spindel- und dem Cytoplasma kontraktile Systeme analog der Muskulatur 
festgestellt. Passivierbare Metalle werden von U. F. Franck als Modelle 
der saltatorischen Nervenleitung (S. 535) herangezogen, im System aus 
Henleschen Schleifen und Sammelrohren in der Niere (S. 539) von B. Har- 
gitay und W. Kuhn eine Vorrichtung zur Vervielfaltigung kleiner Konzen- 
trationseffekte zu relativ hoch konzentrierten Lésungen erkannt und auf die 
offenen Systeme der Organismen von R. Haase der zweite Hauptsatz 
(S. 566) in Form einer thermodynamisch-phanomenologischen Theorie ange- 
wandt. Die energetischen und statistischen Voraussetzungen fiir die Synthese 
makromolekularer Substanzen im Organismus (S. 569) sieht G. V. Schulz 
in ihrem hohen Polymerisationsgrade und in der definierten Anordnung der 
Grundmolekeln in den Ketten der Hochpolymeren; aus dem Versuch thermo- 
dynamischer Erfassung dieser Voraussetzungen werden Kriterien zur Prii- 
fung vorgeschlagener Modelle des Bildungsmechanismus der Makromolekeln 
abgeleitet. Ohne daft alle anderen Beitrage zur Tagung hier auch nur auf- 
gezahlt werden sollen, mag endlich noch hingewiesen werden auf Versuche 
mit P*? an Amoeba proteus und Hiihnerpestvirus (S. 575) durch H. Fried- 
rich-Freksa und F. Kaudewitz und die Untersuchungen iiber die Akti- 
vierung von Bakteriophagen (S. 580 bzw. 582) durch C. Bresch bzw. 
G. S. Stent. Auf den verschiedensten Gebieten der Protoplasmatik arbei- 
tende Forscher werden also durch Beitrage der Géttinger Tagung ange- 
sprochen. Hans H. Pfeiffer (Bremen). 


Bullough, W. S., and M. Johnson: A simple technique for maintaining 
Mammalian epidermal mitosis in vitro. Expt. Cell Res. 2, 445—453 (1951). 


Die Explantate vom Ohr 3—10 Monate alter mannlicher Mause sind in 
Warburg-Flaschen auf Krebs-Ringer-Bicarbonat bzw. -Phosphat ge- 
ziichtet worden; eine Steigerung der Mitosenzahl| ist durch hohe O,-Ten- 
sion erzielt worden. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Dettmer, N., I. Neckel und H. Ruska: Elektronenmikroskopische Befunde 
an versilberten Kollagenfibrillen. Z. wiss. Mikrosk. 60, 290—297 (1951). 


Diinne Fibrillen zeigen das Ag in groben, oberflachlich gelegenen K6r- 
nern (Wiirfeln), dickere feinkérnig oder kornlos im Innern. Stark versilberte 
Teile entsprechen C. Wolpers D-, schwacher versilberte seinen H-Ab- 
schnitten. Die verschiedene Lokalisierung der argyrophilen Orte, vor allem 
aber die geringe Zahl sich entwickelnder Ag-Keime auch bei feinkérniger 
Entwicklung und grofer Keimzahlen lat eine chemische Deutung nicht zu, 
so daf nach physiko-chemischen Bedingungen an den jeweiligen 
(leptonischen) Strukturen zu suchen ist. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Gaulden, M. E., and J. G. Carlson: Cytological effects of colchicine on 
he grasshopper neuroblast in vitro with special reference to the origin 

of the spindle. Expt. Cell Res. 2, 416—433 (1951). 
Die die Spindel abbauende Wirkung des Mittels beruht wohl nicht so sehr 
auf einer Zerstérung der sie aufbauenden Substanzen als vielmehr ihrer 
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molekularen (oder leptonischen) Orientierung, wobei es zu kugeliger 
Anhaufung [ob nur von Karyolymphe, wie Verff. meinen, bleibe’ dahinge- 
stellt] ohne ,,mitotische Funktionen kommt. Wesentlich ist nach den Ver- 
suchen mit in vitro geziichteten Embryogeweben die jeweilige Konzentration 
der Darbietung des Mittels. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Harding, C. V.: The action of certain polysaccharides on fertilization in 
the sea urchin egg. Expt. Cell Res. 2, 403—415 (1951). 


Geeignete Praparate von 0,2% Heparin verhindern die Furchung bei 
Befruchten in der Versuchslésung, nicht aber bei Behandeln der in Wasser 
befruchteten Eier. Heparin inhibiert die Abhebung der Befruchtungs- 
membran nach Abtrennung des oberflachlichen Gels oder bei Aktivierung mit 
hypertonischem Seewasser; der Mechanismus dieser Wirkung erlaubt meh- 
rere Deutungen. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Harvey, E. B., and G. I. Lavin: The eggs and half-eggs of Arbacia 
punctulata and the plutei, as photographed by ultraviolet, visible and 
infrared light. Exp. Cell Res. 2, 393—397 (1951). 

Dieselben: Nuclei of Arbacia and Chaetopterus eggs as photographed by 
infrared light. Ibid. 2, 398—402 (1951). 


Uberzeugende Belege an gewohnlichen und zentrifugierten Eiern und 
Pluteus-Larven bei drei verschiedenen Wellenlangenbereichen. Im Infrarot 
werden fiir Arbacia mitotische Figuren und Kerne hell gegen dunklen 
Plasmahintergrund gezeichnet; ausgesprochen opake Chaetopterus-Eier wer- 
den fiir Infrarot gut durchsichtig. . H. Pfeiffer (Bremen). 


Herrath, E. v., und N. Dettmer: Elektronenmikroskopische Unter- 
suchungen an Gitterfasern. Z. wiss. Mikrosk. 60, 282—289 (1951). 


Die lichtmikroskopisch darstellbaren Objekte werden in eine Reihe 
30—45 mu dicker, unverzweigter Fibrillen aufgelést. Eine Unterscheidung 


in Retikulum- und Kollagenfibrillen ist an Praparaten nach dem Versilbe- 
rungsverfahren mdéglich. . H. Pfeiffer (Bremen). 


Holleman, A. F.: Lehrbuch der Chemie. Zweiier Teil: Organische 
Chemie. Bearbeitet von Friedrich Richter. 27. und 28., durchgesehene 
und verbesserte Auflage. Mit 97 Fig. XII, 526 S. Berlin: W. de Gruy- 
ter & Co. 1951. Geb. DM 24.—. 


Ein Lehrbuch, das innerhalb 53 Jahren weiteste Verbreitung gefunden 
und nunmehr seine 28. Auflage erlebt, bedarf wohl keiner ausdriicklichen 
Empfehlung, geschweige denn kritischer Wiirdigung mehr; der ,,Holleman* 
ist bereits zu einem festen Begriff geworden, und es darf geniigen, wenn 
hier die wesentlichsten Vorziige, denen das Werk in erster Linie seine Be- 
liebtheit verdankt, nochmals hervorgehoben werden. Straffe Gliederung des 
Stoffes und seine gedankliche Durchdringung mit besonderer Betonung der 
grundlegenden Gesetze und Theorien formen ein klares Bild vom Gebaude 
der organischen Chemie. Bei aller Okonomie der Darstellung wird ausgiebig 
auf verwandte Gebiete verwiesen; im Rahmen dieser Besprechung seien 
insbesondere die Absatze iiber Nukleoproteide und Viruseiweif, Fette und 
Oberflachenvorginge, Phosphatide und verwandte Kérper, Narkotika, Photo- 
synthese, Atmung und Garung, Farbstoffe und Vitalfarbung, Redoxpotential 
u. a. m., die auf den neuesten Stand gesicherter Ergebnisse gebracht sind, 
hingewiesen. Es sei jedoch erinnert, da das Buch kein Nachschlagewerk, 
sondern ein Lehrbuch ist, hervorragend geeignet, eine solide Basis der auch 
fiir den Biologen heute so notwendigen organischen Chemie und die Grund- 
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lagen fiir ein vertieftes Studium von Einzelfragen zu schaffen; ein Weg- 
weiser ins chemische Schrifttum im Anhang ist hiefiir ein willkommener 
Helfer. Auch in der vorliegenden, auf den neuesten Stand gebrachten Auf- 
lage wird der alte ,,Holleman“ nicht nur dem Chemiestudenten, sondern 
allen jenen, denen die organische Chemie als Hilfswissenschaft unentbehr- 
lich ist, ein zuverlassiger und bewahrter Fiihrer sein. O. Hartel (Graz). 


Hug, O., und W. Lippert: Grenzschichten animalischer Zellen im Elek- 
tronenmikroskop. Arch. exper. Path. u. Pharmakol. 213, 395—401 (1951). 


Vergleichende elektronenoptische und phasenkontrastmikroskopische Un- 
tersuchungen ergeben in kritischer Abwagung an Darstellungen von Thrombo- 
cyten, Leukocyten, Fischspermien und Erythrocyten, daft bei entsprechenden 
Bearbeitungen und Versuchseingriffen eigentlich immer eine Nieder- 
schlagsmembran zwischen zwei in Korrelation stehenden Medien statt 
der vielfach behaupteten, zweiseitig begrenzten Hiillschicht auftritt. Es bleibt 
noch zu entscheiden, ob die unter der Niederschlagsmembran sich verbergende 
.Grenzschicht™ die unter Einwirkung von Oberflachenkraften lose geord- 
neten Molekellagen oder eine nach auffen mehr/minder stabile Verstarkung 
der plasmatischen Textur darstellt; aber die Annahme einer durch ,,Poren™ 
bestimmter Weite gekennzeichnete starre Membran findet keine Stiitze in 
den sehr vielfaltig abgewandelten Versuchen mit den Objekten. [Polari- 
sationsoptisch waren dieselben Folgerungen zu ziehen, wenn Befunde 
an Plasmaoberflachen, Kernen und anderen Zellorganellen, dargelegt von 
Monné, W. J. Schmidt, dem Ref. und gewiff noch anderen leptonisch 
gedeutet werden sollten.] H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Literatur zur Fluoreszenz-Mikroskopie. Herausgegeben von den Optischen 
Werken C. Reichert AG., Wien. (Ohne Jahreszahl.) 


Die wissenschaftliche Abteilung der Optischen Werke C. Reichert AG. 
Wien unterzog sich der dankenswerten Aufgabe, eine Bibliographie der 
Literatur iiber Fluoreszenzmikroskopie und ihrer Anwendungen zusammen- 
zustellen (die letzterschienene Bibliographie der Zeiss- Werke liegt bereits 
zwolf Jahre zuriick). Das Verzeichnis ist zugegebenerweise unvollstandig. 
insbesondere fehlt die Literatur iiber Fl. M. in Industrie und Technik noch 
fast vollig, dafiir wurde gréftes Gewicht auf Zuverlissigkeit gelegt; jedes 
Zitat wurde an Hand der Originalarbeit iiberpriift. Die Anordnung ist sehr 
iibersichtlich (alphabetisch nach Autoren und ein chronologischer, in Sach- 
gebiete unterteilter Autorenindex). Die Literatur wird bis 1950 erfaft. 

O. Hartel (Graz). 


Miihldorf, Anton: Die Zeliteilung als Plasmateilung. 8°, VIII u. 194 Seiten, 
79 Textabbildungen. Springer-Verlag, Wien 1951. S 98.—, DM 19.70, 
sfr. 20.20, $ 4.70. 


Die vielen Fragen, die iiber den in zahlreichen Varianten sich abspielen- 
den Prozef der Plasmateilung noch offen stehen, wurden in den letzten Jahr- 
zehnten vollkommen iiberschattet durch das Interesse, das die Mitosefor- 
schung fiir sich in Anspruch nahm. Und doch ist ja die Zellteilung nicht 
allein Kernteilung, sondern auch Plasmateilung. Es ist daher eine sehr ge- 
sunde und begriifenswerte Reaktion gegen einseitige Betrachtungsweise, 
wenn Miihldorf das Licht nun von den Vorgangen am Kern einmal ab- 
und auf die im Cytoplasma zublendet. Diese Anderung in der Blickrichtung 
ist auch zeitgemaf selbst vom Standpunkt des Genetikers aus, der sich in 
steigendem Mafte fiir die Plasmagene zu interessieren beginnt. Nicht nur 
dem Karyologen, sondern auch dem Cytoplasmatiker mag diese verdienst- 
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volle Monographie eine erfreuliche Uberraschung bieten, denn sie zeigt ihm, 
wie reich — trotz aller Vernachlassigung — die Literatur tiber die Plasma- 
teilung heute schon ist. Auf dieser keineswegs schmalen Basis, die Miih|- 
dorf liebevoll beleuchtet hat, wird nun wieder weiter aufgebaut werden. 


Weber (Graz). 


Pardatscher, Giimter: Protoplasmatische Studien an Bliitenzellen von 
Dahlia. Portugaliae Acta Biologica II], 171—186. 1951. 


In den Epidermiszellen roter Bliitenblatter von Dahlia variabilis treten 
nach Infiltration mit Wasser starke Vakuolenkontraktionen ein, und zwar 
besonders haufig vom 7. Bliitentage an. In 8 Tage alten Bliiten kann es 
ohne Vorbehandlung zu einer Alterskontraktion der Vakuolen kommen, die 
nach Infiltration mit Wasser zuriickgeht. Bei starker Vakuolenkontraktion 
erfahren die Zellkerne eine enorme Quellung und Volumzunahme. Es wird 
vermutet, dafi der Zellkern dabei das von der Vakuole abgegebene Wasser 
aufnimmt. Weber (Graz). 


Pfeiffer, Hans H.: Das Polarisationsmikroskop als Me®instrument in 
Biologie und Medizin. Verfahrens- und Me&kunde der Naturwissenschaft 
(hgg. von H. Ebert). Heft 8. VIII u. 94 Seiten, mit 31 Abbildungen, 3 Ta- 
bellen und 12 Zahlentafeln. Friedr. Vieweg & Sohn, Braunschweig 1949. 


Die optische Anisotropie biologischer Kérper hat sich als eine derart wich- 
tige Eigenschaft erwiesen, daft polarisationsoptische Methoden ein nicht mehr 
wegzudenkendes Requisit fiir jeden mit strukturellen Fragen befaften Bio- 
logen sind. Daft diese Methoden derzeit vorwiegend qualitativ angewendet 
werden und ihre quantitative Auswertung auf relativ wenige Laboratorien 
beschrankt ist, liegt wohl am wenigsten an den hiezu nétigen Apparaturen; 
eher diirften praparative Schwierigkeiten (Notwendigkeit der genauen Ein- 
haltung bestimmter Schnittdicken usw.) fiir viele Objekte ein Hindernis sein, 
ferner gewisse theoretische und physikalische Schwierigkeiten und im Zu- 
sammenhang damit auch das Fehlen einer handlichen Darstellung der hiebei 
in Betracht kommenden Verfahren und ihrer Grundlagen. Diesem Mangel 
hilft nun die Darstellung aus der Feder des Leiters des Laboratoriums fiir 
Polarisationsmikroskopie (Bremen) ab. Sie setzt, wohl durch den vorge- 
schriebenen Umfang bedingt, die Kenntnis der kristalloptischen Grundlagen 
voraus, der gewissermafen als Repetitorium gedachte erste Abschnitt 
Grundlagen und Definitionen“ kann das Studium eines einschlagigen Lehr- 
buches nicht ersetzen. Der zweite Abschnitt, ,. Verfahrenskunde™, behandelt 
insbesondere das Ambronnsche Imbibitionsverfahren, Methoden zur Be- 
stimmung von Strémungsdoppelbrechung, ortho- und konoskopischer Beob- 
achtung und gibt Hinweise auf Kombinationsméglichkeiten der Polarisations- 
mikroskopie mit anderen Verfahren, wie Vitalfarbung, Mikrochirurgie, 
Zentrifugenmikroskop u. a. m. (die ,,Difluoreszenz’ Ziegenspecks ist 
noch nicht beriicksichtigt). Das umfangreichste Kapitel ist der ,,Mefkunde* 
gewidmet. Es umfaftt die Bestimmung der Schwingungsrichtungen und des 
optischen Charakters, die Anwendung der Kompensatoren verschiedener 
Systeme, Messungen im polarisierten Auflicht, Halbechatiennnaeenele und 
Messung der Doppelbeugung. Zwélf Zahlentafeln bringen die beiden Mes- 
sungen immer wieder bendtigten zahlenmafRigen Grundlagen, die Reihen der 
Interferenzfarben usw. 

Die Lektiire stellt namentlich durch den ausgiebigen Gebrauch mathema- 
tischer Formeln und Ableitungen (die Symboltabelle allein umfaRt zwei 
Seiten) einige Anspriiche besonders an den physikalisch weniger gut vor- 
gebildeten Biologen und verlangt griindliches Studium; das Werk ist kein 
,.Rezeptbuch* im landlaufigen Sinne. Es ist aber gerade dadurch besonders 
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geeignet, der bei noch wenig gebrauchlichen Verfahrensweisen bestehenden 
Gefahr entgegenzuwirken, dafi sich zum Schaden des Ganzen einige mehr 
oder weniger ausschlieRlich angewandte bequeme Routinemethoden ent- 
wickeln. In der verlaflichen und griindlichen Darstellung der Grundlagen 
der Mefiverfahren liegt daher der groffe Wert des Biichleins. 

O. Hartel (Graz). 


Ratzenhofer, M.: Einfaches und empfindliches Verfahren zur Erkennung 
bestimmter schwefelhaltiger Ato ppen, insbesondere SH-Grup- 
pen in Geweben und K6rpersaften. Z. wiss. Mikrosk. 60, 245—250 (1951). 


Die Jodacidmethode besteht im Auftragen des Reagens aus 3g Na- 
triumacid in 100cm* 0,1-n-Jodlésung. Bei Vorkommen fast nur von Mer- 
captanen mit CSH-Gruppen, wie im menschlichen Gewebe, ist die positive 
Reaktion klar. Zu Verwechselung Anlaf gebende Thiocetone mit CS-Grup- 
pen kénnen durch F. Feigls Reaktion der Uberfiihrung der SH-Gruppen 
durch J und Natriumacetat in nichtreagierende Disulfide ausgeschlossen 
werden, so daf damit eine einfache, rasche und empfindliche qualitative 
Probe auf SH-Gruppen gegeben ist. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Inoué, Shinya: A method for measuring small retardations of structures 
in living cells. Expt. Cell Res. 2, 513517 (1951). 


Die mitgeteilte Halbschattenmethode mit Polarisationsmikroskop ge- 
stattet am lebenden Objekt in kurzer Zeit die Auflésung von Retardationen 
bis herunter auf 0,1 mu bei einer ObjekigréRe von 1 u Durchmesser. 


H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Symposium on Biochemistry of Nucleic Acids. J. Cell. and Comp. Phys. 
ol. 38. Suppl. 1. 1951. 


April 1951 fand eine Arbeitstagung ,,Current Problems in the Biochemi- 
stry of Nucleic Acids“ statt; die auf dieser Tagung gehaltenen Vortrige 
liegen in einem Sonderheft zusammengefafit vor. Uber neue Ergebnisse der 
organischen Chemie der Nukleinsaéuren berichtet Michelson, wahrend 
deren Biosynthese Brown (Vorstufen), Buchanan sowie Shive (Purine 
und Pyrimidine) und Scott u. Cohen (Ribose) behandeln. Skeggs unter- 
sucht Nukleinséurewirkungen auf mikrobiologische Vorgiange. Beitrage 
Chargaffs behandeln Struktur und Zusammensetzung, Schmidt, Cubi- 
les, Thannhauser die Abbauprodukte nach Enzymbehandlung, wahrend 
W. E. Cohn die Ionenaustausch-Chromatographie zur Trennung der Nuk- 
leinsiuren und deren Abbauprodukte anwendet. Pollister und Mitarbeiter 
bringen Studien zum Desoxypentosenukleinsaéuregehalt tierischer Kerne. 
Nach Untersuchungen von Kaufmann, MacDonald u. Gay eignet sich 
die Kombination von enzymatischem bzw. hydrolytischheem Abbau und Far- 
bung an fixierten Schnitten zur Lokalisierung und Identifizierung von Nuk- 
leinsduren. Mit dieser Methode wird wahrscheinlich, da das Ribonukleo- 
protein der Kerne vorwiegend Histone, das des Plasmas dagegen ein 
tryptophanreicheres Protein enthalten, doch setzt Desoxyribonuklease-Be- 
handlung aus Chromosomen aufer Histon noch ein anderes Protein in Frei- 
heit. Ribonuklease-Behandlung mit nachfolgender Hydrolyse mit HCI fiihrt 
zum Schluf, daf die Chromosomen Nukleinsauren enthalten, die aus Ribo- 
und Desoxyribonukleotiden aufgebaut sind. 

Die zwoélf Arbeiten geben einen Querschnitt durch die derzeit im Vorder- 
grund stehenden Probleme, eine Gesamtiibersicht iiber das Nukleinsiure- 
problem vermégen sie darum naturgemaf weniger zu geben. 


O. Hartel (Graz). 
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Stanley, B. H.: The demonstration of thiol groups in certain tissues by 
means of a new colored sulfhydryl reagent. Anat. Rec. 110; 231—248 
(1951). 


Die Bindung von 1- (4-chlormerkuriphenylazo)-naphthol-2 an_mikro- 
skopische Zellkomponenten hangt vom Vorkommen der Chlorquecksilber- 
gruppe und intakter SH-Gruppen ab. Die Erprobung an diversen Prapa- 
raten beweist das SH-Vorkommen im Capillarendothel, in Insekten- 
tracheen, Retina-Stabchen und Axoplasma und Plasmaleibern gewisser peri- 
pherer Nerven und Ganglienzellen von Vertebraten und Invertebraten. 

Hans H. Pfeiffer (Bremen). 


Tischler, G.: Allgemeine Pflanzenkaryologie, 2. Hialfte: Kernteilung und 
Kernverschmelzung. (Handb. d. Pflanzenanatomie, Allgem. Teil, Bd. 2/..) 
VIII + 1040S., ill. Berlin-Nikolassee (Naturw. Verlag vorm. Gebr. Born- 
traeger) 1951. 


Mit der jiingst erschienenen Schluflieferung ist nunmehr der Rest des 
zweiten Teilbandes vorgelegt und das Standardwerk fiir jeden Karyo- 
logen, Zellmorphologen, -physiologen, Systematiker und nicht zuletzt auch 
fiir den Protoplasmatiker zum vorlaufigen Abschlu& gekommen, nachdem 
die jetzt vor 30 Jahren erschienene 1. Aufl. des Gesamtwerkes in ihrem ersten 
Teilbande bereits 1934 zum zweiten Male den Weg zum Benutzer angetreten 
hatte. Auch wenn die Schluflieferung fast nur die mehr als 6700 im zweiten 
Teilbande angefiihrten und behandelten Arbeiten zusammen mit den Ver- 
zeichnissen der Autoren, der Objekte, der Sachgegenstande und der wesent- 
lichen Bezugsstellen auf den 1. Teilband sowie wahrend der Drucklegung (seit 
1942 bzw. 1943) dringlich gewordene Nachtrage und Zusatze bringt, werden 
die Benutzer doch iiber den Abschluf froh sein, da erst jetzt die bequeme 
Benutzung des stofflich schier unerschépflichen Werkes méglich wird. Wie 
der erste Teil weicht auch der 2. Teilband in der neuen Auflage hinsichtlich 
Verteilung und Gliederung des Stoffes nur wenig von der Be- 
arbeitung vor 30 Jahren ab. So folgen den allgemeinen Betrachtungen iiber 
die Auslésung von Kernteilungen je ein Kapitel iiber ihre Beeinflussung 
durch innere und durch Auftenfaktoren und eines iiber Kernteilungen in 
mehrkernigen und benachbart gelegenen Zellen als Uberleitung zu dem 
iiber die Furchungsteilungen und dem iiber das Erléschen der Teilungs- 
tatigkeit. Sodann werden gesondert fiir Mitosen und Meiosen jeweils die 
Ergebnisse bei Kormo- und bei Thallophyten und gewisse Unregelmafig- 
keiten im Ablauf der beiderlei Teilungsgeschehen behandelt und in je einem 
weiteren Kapitel die Mechanik der Kernteilungen und die sexuellen und 
somatischen Kernverschmelzungen behandelt. Trotz der Ahnlichkeit im 
Gang der Themen zeigt die Bearbeitung aber an allen Stellen die Meister- 
hand des Verfassers in der kritischen Sichtung und umfassenden Zusammen- 
schau auch des neuen Stoffmaterials und bei sehr vielen der behandelten 
Fragen und Erscheinungen auch in der vollkommenen Neubearbeitung vieler 
oft gre sea Abschnitte. Eine solchhe Neugestaltung wurde vielfach 
schon durch das gewaltige Anwachsen der zu verarbeitenden Ergebnisse der 
neueren Forschung notwendig, umfaft doch die 2. Auflage des Gesamt- 
werkes statt 900 jetzt fast 1700 Seiten. Die gewaliige Arbeitsleistung ist 
um so bewundernswerter, als dieser 2. Teilband in schwerer Zeit (1939) be- 
gonnen und in einer Zeit, da die auslandische Literatur noch langst nicht 
wieder bequem zuginglich ist, fortgefiihrt und beendet werden mufite. 
Trotzdem ist ‘es gelungen, eine Fiille der Allgemeinheit meist schwer oder 
gar nicht zugianglicher Arbeiten des Auslandes noch zu erfassen und aus- 
zuwerten, so dali das Werk wie friiher bei der Suche nach der Literatur 
zu einer bestimmten Fragestellung eine sicher nie versagende Informations- 
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quelle bildet. Noch mehr wird das aber nach Erscheinen des bereits an- 
gekiindigten Erganzungsbandes zutreffen, welcher insbesondere auch 
die angewandte Karyologie erfassen soll, und der Wunsch des Lesers, 
diese das Grundwerk komplettierende Erganzung in nicht zu ferner Zeit 
in Handen zu haben, wird Verfasser und Verleger verstandlich sein. Zu 
Tischlers zweibandigem Werke wird gerade auch der Protoplasma- 
tiker immer wieder gerne und mit sicherem Nutzen greifen, weil sich der 
Verf. fiir Fragestellungen und Untersuchungen der Protoplasmatik in sel- 
tener Weise aufgeschlossen zeigt, ohne daft sich das Buch darauf beschrankt; 
vielmehr wird der Leser ebenso iiber der Protoplasmatik ferner liegende 
karyologische Ergebnisse und Begriffe, soweit sie der reinen Morphologie 
und deskriptiven Cytologie angehGren oder dahin iibergreifen, zuverlassi 
informiert. Da die trotz reicher Forschungsergebnisse der letzten Zeit n 
verbliebenen Liicken unserer Kenntnis mit kundiger Hand hier aufgezeigt 
werden, finden wir wie in dem ersten Bande auch in dem jetzt abgeschlosse- 
nen wieder eine Fiille von Anregungen zu neuen Forschungsaufgaben. So 
steht jetzt in dem zweibandigen Handbuche Tischlers wieder die um- 
fassende Darstellung der botanischen Karyologie zur Verfiigung, wie 
sie im deutschen Sprachraum sonst nicht mehr gefunden wird, ein Werk, 
das an jeder Stelle, an welcher es aufgeschlagen wird, und zu jeder Frage, 
iiber welche es konsultiert wird, ein stets zuverlassiges Bild vom Stande der 
gegenwartigen Forschung zeichnet. So bedarf das Handbuch, das auch durch 
sauberen Druck trotz einfacher Ausstattung angenehm auffallt, keiner Emp- 
fehlung mehr und sind Verleger und Verfasser zu dem Erfolge nur warm 
zu begliick wiinschen. H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Vries, H. de: Rotatory power and other optical properties of certain liquid 
crystals. Acta crystallographica 4, 219—226 (1951). 


Die auf einen engen Wellenlangenbereich begrenzte optische Ak- 
tivitat und selektive Reflexion zirkular polarisierten Lichies bei 
Derivaten des Cholesterin und anderen mesomorphen Phasen werden mit 
spiraliger Anordnung der Molekeln erklart. Bei Drehung der Achse iiber die 
Dicke p resuitiert, wenn n den Brechungskoeffizienten bedeutet, Reflexion 


fiir den Wellenlangenbereich p.n und die Drehung a = sie ™ Aus den 


GréRen p und a sind alle optischen Eigenschaften zu berechnen. 
H. H. Pfeiffer (Bremen). 


Berichtigungen 


Pischinger, Alfred: Uber die Struktur des Zellkernes. (Ein experimenteller 

Beitrag zur Klarung zytologischer Strnkturfragen.) Protoplasma 39, 567 (1950). 

S. 569, Abb. 1: unter die linke Hilfte ist a, unter die rechte b zu setzen. 

S. 572, Unterschrift zu Abb. 2, lies: Ap. 1,4 statt: App. 1,4. 

S. 573, Abb. 3: links neben die obere Reihe ist p,, 7,1, neben die untere p,, 3,8 zu 
setzen; unter die Abbildung ist zur ersten Kolonne 0», zur zweiten 14}, zur 
dritten 1 und zur vierten 25 zu setzen. 

. 574, Abb. 4: neben die obere Reihe ist p,, 7,1, neben die untere p, 3,8 zu setzen; 
unter die Abbildung ist zur ersten Kolonne 05, zur zweiten 5) zu setzen. 

5. 574, Unterschrift zu Abb.5, lies: Ap. 1,4 statt: App. 1,4; linke Hialfte ,a“, rechte 
Hialfte ,,b*. 

. 375, Abb. 6 ist umzukehren; die rechte Halfte ist mit a zu bezeichnen und soll 
links stehen, die linke Halfte heif®t b und soll rechts stehen. 

. 580, Zeile 8 von unten, lies: Feststellungen, iibrigens statt: Feststellungen iibrigens. 
. 580, Zeile 7 von unten, lies: scheint noch statt: scheint es mir noch. 
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Bei der Schriftleitung sind folgende weitere Arbeiten eingelangt 


Metzner, Helmut: Die Reduktion wiBriger Silbernitratlésungen durch Chloro- 

plasten und andere Zellbestandteile 8. 10. 1951 
Boerner, Dora: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen an Lipoiden.... 25. 10,1951 
Bauer, Leopold: Uber den Wasserhaushalt der Submersen. 1. Zur Frage der 

Saugkrafte der Submersen 19. 12. 1951 
Arnold, A.: Uber den Funktionsmechanismus der Endodermiszellen der Wurzeln 27. 12. 1951 
Griinwald, Walter: Osmotische Zustandsgriéfen isoliert gezogener Tabaks- 

wurzeln (Kurze Mitteilung) 16. 1. 1952 
Walzel, Gertraud: Vitamin C in Cuscuta (Kurze Mitteilung) 28. 1. 1952 
Munding, Herta: Untersuchungen zur Frage der Strahlenresistenz des Chloro- 

phylls in den Chloroplasten 2. 2. 1952 
Joyet-Lavergne, Ph.: L’aspect cytophysiclogique du probléme du cancer... 5.2. 1952 
Ziegenspeck, Hermann: Die Wegsamkeit der Pigmentschicht der Getreide- 

kérner (Endoderminschicht) fiir Fluorochrome 8. 2. 1952 
Rezende-Pinto, de M. C.: Uber die Genese und die Struktur der Chloro- 

plasten bei den hiéheren Pflanzen. Ergebnisse und Probleme (Sammelreferat) 12.2. 1952 
Small, James: The new outlook on py .......-. dene Sve syepvesesececiee 19. 2. 1952 
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Inhalt: Gschépt 0. Das Problem der Doppelplittchen und ihrer homologer Gebilde 
bei den Diatomeen. — Rechinger, K. H. Labiatae novae orientales. — Baum, Hermine. 
Die doppelspreitigen Petalen von Ranunculus auricomus und neapolitanus. — Geitler, L. 
Die Auxosporenbildung von Rhoicosphenia curvata. — Buxbaum, F. Morphologie des 
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Neusiedler See und benachbarter Gebiete. — Holzer, K. Untersuchungen zur 

logischen Anatomie der Wurzel. — Mack, B. Uber ein eigentiimliches Verhaiten 

isolierter Plastiden in der Magenwand des Rotators Ascomorpha ecaudis Perty. 
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Inhalt: Koenig, 0, Das Aktionssystem der Bartmeisé (Panurus biarmicus L.). Zweiter 
Teil. — Schremmer, F. Die Mundteile der Brachycerenlarven und der Kopfbau der 
Larve von Stratiomys chamaeleon L. — Eibl-Eibesfeldt, I. Stammesgeschichtliche 
Reminiszenzen in der abdominalen Zeichnung einiger Spinnen. — Schaerffenberg, B. 
und E. Kupka. Untersuchunger fiber die geruchliche Orientierung blutsaugender 
Insekten. I. Uber dieWirkung eines Blutduftstoffes auf Stomoxys und Culex. — Wieser, W. 
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